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"El cerebro es un órgano blandengue, 
caliente, de contextura parecida a los 
excrementos. Es imposible que sea el 
sustrato de una función tan noble como es 
el pensamiento humano, por tanto el 
corazón debe estar a cargo de esa función” 
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 Resumen.  
TrkB, receptor de las neurotrofinas BDNF y NT-
4/5, media la supervivencia de poblaciones 
específicas de neuronas durante el desarrollo, y en 
estado adulto participa en respuestas adaptativas y 
situaciones patológicas. El ARNm de TrkB codifica 
para varias isoformas, una completa con un dominio 
tirosina kinasa (TrkB-Fl) y otras truncadas (TrkB-
T1, TrkB-T2 y TrkB-T-Shc) carentes de actividad 
catalítica. En el presente estudio demostramos que 
en astrocitos, la activación del factor de 
transcripción CREB de forma dependiente de las 
vías de señalización AMPc/PKA y ATP/CaMK, 
incrementa la expresión de TrkB-T1. En neuronas 
corticales la activación de CREB dependiente de 
AMPc/PKA aumenta la expresión de las isoformas 
TrkB-Fl y TrkB-T1. En ambos tipos celulares, esta 
activación es debida a dos secuencias CRE 
localizadas en el promotor P2 del gen trkB. Estos 
resultados aportan las bases moleculares que 
explican como se produce el incremento de la 
expresión de TrkB en respuesta a diferentes 
respuestas adaptativas en las que CREB está 
involucrado. Por otro lado, demostramos que la 
estimulación excitotóxica de los receptores de 
glutamato tipo NMDA cambia el patrón de 
expresión de las isoformas de TrkB en neuronas 
corticales, aumentado TrkB-T1 y disminuyendo 
TrkB-Fl, y que existe una relación directa entre la 
muerte neuronal y dicho cambio de expresión. Así, 
la sobre-expresión de TrkB-Fl reduce la muerte 
dependiente de NMDA, mientras que la sobre-
expresión de TrkB-T1 la aumenta. De acuerdo con 
estos resultados, en isquemia (un modelo de 
excitotoxicidad in vivo) se produce un aumento de 
la expresión del receptor truncado, sugiriendo que 
el cambio de expresión de la isoformas de TrkB está 
involucrado en los procesos de muerte celular en 
condiciones de excitotoxicidad. 
 
Abstract.  
TrkB as the receptor for the neurotrophins BDNF 
and NT-4/5 mediates the survival of specific 
neuronal populations during development, and in 
adulthood participates in adaptative responses and 
pathological conditions. trkB gene encodes a full 
length isoform with a functional tyrosine kinase 
activity, and several truncated isoforms TrkB-T1, 
TrkB-T2 and TrkB-Shc which all lack kinase 
activity. In this study, we show that in cortical 
astrocytes, AMPc/PKA and ATP/CaMK signaling 
pathways mediate CREB activation leading to 
TrkB-T1 up-regulation. In cortical neurons, 
cAMP/PKA-dependent CREB activation mediates 
TrkB-Fl and TrkB-T1 up-regulation. This activation 
was mediated by the CRE sequences present in the 
TrkB P2 promoter. These findings provide the 
molecular basis for the increase of TrkB expression 
found in different adaptive/pathological responses 
in which CREB has been involved. Furthermore, we 
demonstrate that excitotoxic NMDA receptor over-
stimulation causes TrkB-T1 up-regulation, and 
TrkB-Fl down-regulation in cortical neuron 
cultures. This change in expression pattern of the 
trkB isoforms is directly linked to the excitotoxic 
neuronal cell death. Thus, neurospecific TrkB-Fl 
over-expression using a lentiviral system, reduced 
excitotoxicity in these cultures, meanwhile TrkB-T1 
over-expression produced the opposite effect. Up-
regulation of truncated TrkB is also found in 
ischemia (an in vivo model of excitoxocity) which 
further supports that trkB isoform expression is 
regulated in pathological conditions associated with 
NMDA receptors over-stimulation. 
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1.1 La familia de las neurotrofinas y sus 
receptores 
 
1.1.1. Revisión histórica. 
 
Los trabajos revolucionarios de Santiago 
Ramón y Cajal sobre “la doctrina neuronal” y 
la ley de la polaridad funcional de la neurona, 
abrieron un nuevo camino a los estudios sobre 
la interconexión nerviosa, la individualidad 
neuronal y su capacidad de transmisión del 
impulso nervioso (Andres-Barquin, 2002). 
Los experimentos realizados por Victor 
Hamburger durante la década de los años 
1930, posibilitaron el comienzo del estudio 
molecular de los mecanismos que controlan el 
desarrollo neuronal. En sus trabajos, 
Hamburger demostraba la presencia de algún 
tipo de factor capaz de producir el crecimiento 
nervioso (Hamburger, 1939). Éste fue 
descubierto por el grupo de Levi-Montalcini 
en el año 1954 a partir de una sustancia 
derivada de un sarcoma de ratón. Lo 
denominaron factor de crecimiento nervioso 
(Nerve growth factor. NGF) (Cohen et al., 
1954), y se caracterizaba por producir 
hiperplasia, hipertrofia celular, aceleración de 
la diferenciación de los ganglios y una 
distribución atípica de las fibras nerviosas al 
implantar el tumor del que procedía en un 
embrión de pollo de 3 días. Posteriormente, se 
comprobó que las neuronas de los gánglios 
periféricos eran capaces de transportar de 
manera retrógrada el factor NGF a través de 
los axones. La prevención de dicho transporte 
provocaba una marcada muerte neuronal, que 
se impedía por la aplicación exógena de NGF 
(Levi-Montalcini, 1987); (Thoenen and 
Stockel, 1975). Poco después se postulaba la 
teoría neurotrófica según la cuál este factor 
trófico controlaba la población neuronal, al 
producirse en cantidades limitantes por los 
órganos diana durante el desarrollo 
embrionario, controlando así el número de 
neuronas capaces de inervar los distintos 
tejidos. A pesar de la gran cantidad de 
estudios realizados sobre la funcionalidad del 
NGF (Levi-Montalcini, 1987), se sabía que no 
todas las neuronas respondían a la aplicación 
de este factor, lo que indicaba la existencia de 
otros factores neurotróficos que pudieran 
mantenerlas de manera específica. En 1982, se 
purificó, a partir de extractos de cerebro de 
cerdo, una proteína capaz de promover la 
supervivencia de neuronas de los gánglios de 
la raíz dorsal de la médula espinal (DRG; 
dorsal root ganglia) en cultivo que, al igual 
que el NGF, era capaz de impedir la muerte 
neuronal natural que ocurría durante el 
desarrollo en embriones de pollo (Barde et al., 
1982). Esta nueva molécula se denominó 
factor neurotrófico derivado del cerebro 
(Brain derived neurotrophic factor, BDNF). 
La purificación de esta proteína y su 
caracterización revelaron un alto grado de 
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homología con el NGF (Leibrock et al., 1989), 
lo que indicaba que ambas pertenecían a un 
grupo de factores de crecimiento que acabó 
por denominarse familia de las neurotrofinas. 
En la actualidad, esta familia queda 
constituida por 6 miembros: NGF, BDNF, 
neurotrofina-3 (Neurotrophin-3. NT-3) 
(Ernfors et al., 1990); (Hohn et al., 1990), 
neurotrofina-4/5 (NT-4/5) (Berkeimeier et al., 
1991); (Hallböök et al., 1991); (Ip et al., 
1992), neurotrofina-6 (NT-6) (Götz et al., 
1994), y neurotrofina-7 (NT-7) (Nilsson et al., 
1998). Todas ellas, a excepción de la NT-6 y 
NT-7, han sido caracterizadas en una amplia 
variedad de especies de vertebrados. 
Presentan un alto grado de homología, 
sugiriendo su importancia para el 
mantenimiento del sistema nervioso de los 
vertebrados (Hallböök et al., 1991).  
 
1.1.2 Papel de las neurotrofinas. 
 
Acorde al papel que ejercen las neurotrofinas 
durante el desarrollo embrionario, se observó 
que los ratones que habían sido genéticamente 
modificados para impedir la expresión de 
éstas, morían durante las primeras semanas 
después del nacimiento, como consecuencia 
de las graves alteraciones de los sistemas 
nervioso central (SNC) y periférico (SNP) 
(Chao, 2003). La caracterización del papel de 
estos factores se realizó en ratones 
heterocigóticos, en los cuales la expresión de 
cada neurotrofina estaba reducida a la mitad 
por falta de uno de los alelos (Tabla 1). En los 
ratones ngf+/- se observó una disminución en 
la inervación de neuronas colinérgicas en el 
hipocampo, deficiencias en la adquisición de 
la memoria y un menor número de neuronas 
en el SNP (Chen et al., 1997); (Crowley et al., 
1994). Los ratones bdnf+/- presentaban una 
gran agresividad, hiperactividad e hiperfagia, 
defectos en la memoria a largo plazo (long 
term potentiation, LTP) y déficit en los 
niveles de serotonina, lo que implicaba un 
funcionamiento incorrecto tanto de la corteza 
como del hipotálamo y el hipocampo (Lyons 
et al., 1999); (Dluzen et al., 2001); (Korte et 
al., 1995); (Carroll et al., 1998); (Ernfors et 
al., 1994a). Los ratones nt-3+/- presentaban 
defectos cardiovasculares y pérdida de 
neuronas del SNP (Ernfors et al., 1994b); 
(Donovan et al., 1996); (Elmer et al., 1997). 
En contraposición, los ratones homocigotos 
nt-4/5+/- no presentaban anomalías fenotípicas 
claras, siendo el SNP y el SNC aparentemente 
normales, y únicamente observó una 
reducción en el mismo de neuronas 
geniculares, que se encontraron en menor 
número (Conover et al., 1995); (Liu et al., 
1995). Hoy en día sabemos que las distintas 
neurotrofinas desempeñan funciones 
diferentes, a pesar de su gran homología. Así, 
la administración exógena de NGF durante el 
desarrollo embrionario previene la muerte de 
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las neuronas de los gánglios sensoriales 
(Harper and Thoenen, 1981), mientras que en 
el adulto su principal diana en el SNC son las 
neuronas colinérgicas, regulando la expresión 
de acetilcolina (Mobley et al., 1986); (Li et 
al., 1995) y en el SNP la población de 
neuronas de la médula espinal y de los 
ganglios superiores. In vitro, el BDNF es 
capaz de mantener la supervivencia de 
neuronas corticales embrionarias (Nawa et al., 
1993), así como de células ganglionares de la 
retina (Johnson et al., 1996), células 
colinérgicas, dopaminérgicas y neuronas 
granulares del cerebelo (Hyman et al., 1991); 
(Lindholm et al., 1993); (Segal et al., 1992). 
La NT-3 dirige funciones tróficas tanto en el 
SNC como en el SNP, promoviendo la 
diferenciación de las células de Purkinje y 
granulares del cerebelo. Además, mantiene la 
supervivencia y diferenciación de neuronas 
tanto gabaérgicas como dopaminérgicas 
(Hyman et al., 1994). Por otra parte, las 
neurotrofinas en su forma no madura, 
denominada pro-neurotrofinas, también son 
capaces de tener actividad y desempeñar 
funciones relacionadas con la muerte neuronal 
por apoptosis, representando así un rol 
opuesto al que tienen cuando se presentan en 
su forma madura (Kolbeck et al., 1994); (Lee 
et al., 2001b); (Nykjaer et al., 2004); (Teng et 
al., 2005).  
 
1.1.3 Receptores de neurotrofinas. 
 
A pesar de que se sospechaba que la acción 
del NGF estaba mediada por su unión a un 
receptor presente en la membrana celular, 
dicha proteína no se caracterizó hasta 1989 a 
partir de un carcinoma de colon humano 
(Martín-Zanca et al., 1989). Esta proteína, que 
pasó a denominarse gp140 o TrkA 
(tropomyosin-related kinase receptor A), se 
identificó como el producto de un oncogén 
perteneciente a la familia de los receptores 
con actividad tirosín kinasa. En el mismo año 
se publicó la existencia de un receptor 
expresado en el SNC y SNP, altamente 
relacionado y perteneciente a la misma familia 
que TrkA. Éste pasó a denominarse gp145 o 
TrkB (Klein et al., 1989). Poco después, en 
1991, se describió que TrkA y TrkB eran 
receptores de alta afinidad para las 
neurotrofinas NGF y BDNF respectivamente 
17 
                                                                                                                                                                                                                                               INTRODUCCIÓN 
(Kaplan et al., 1991); (Klein et al., 1991b); 
(Klein et al., 1992). Casi al mismo tiempo se 
caracterizó el receptor de alta afinifad de la 
NT-3, al que se denominó TrkC (Lambelle et 
al., 1991), y se comprobó que la NT-4/5 se 
unía con alta afinidad a TrkB (Klein et al., 
1992), mientras que NT-3 era capaz de unirse 
a TrkA y TrkB con menor afinidad que a 
TrkC (Kelin et al., 1991). Además de estos 
receptores de alta afinidad, ya en 1986 se 
había identificado un receptor de baja afinidad 
para NGF que se denominó p75LNGFR (Low 
affinity Nerve growth factor receptor of 75 
kDa), al que nos referiremos en adelante como 
p75 (Johnson et al., 1986b). Este receptor 
presentaba la capacidad de unir con baja 
afinidad las diferentes neurotrofinas descritas 
hasta entonces (Rodríguez-Tébar et al., 1990); 
(Hallbook et al., 1991); (Hempstead et al., 
1991).  
 
1.1.4 Estructura y función de los receptores 
Trk. 
 
Todos los receptores Trk se caracterizan por 
presentar un dominio extracelular compuesto 
por dos regiones ricas en cisteina (Fig. 1), un 
tándem de tres elementos ricos en leucina y 
dos dominios globulares similares a los 
presentes en las immunoglobulinas. Se 
encuentran anclados a la membrana 
plasmática a través de un único dominio 
helicoidal. En la región citoplásmica 
presentan un dominio con actividad tirosina 
kinasa. La función de estos receptores está 
determinada por tres factores: 1-. la presencia 
de diferentes isoformas, 2.- la unión de sus 
ligandos específicos y 3-. su distribución en el 
organismo. El gen trkA origina dos isoformas 
(Fig. 1), una de expresión neuronal (Fl-2) y 
otra no neuronal (Fl-1). La forma neuronal 
presenta una inserción de 6 aminoácidos en la 
región del dominio extracelular más cercana 
al dominio transmembrana, lo que le permite 
ser activada más eficientemente por la NT-3 
(Clary and Reichardt, 1994). La distribución 
del ARNm de TrkA en el sistema nervioso se 
encuentra restringida a estructuras muy 
definidas, precisamente aquellas que 
responden a NGF (Chao, 2003); (Reichardt, 
2006). Éstas incluyen la región basal del 
cerebro, el estriado y el tálamo en el SNC, y 
las neuronas DRG en el SNP (Barbacid, 
1995). Su ARNm puede ser detectado en el 
desarrollo embrionario de ratón en torno al día 
9 de gestación, y a partir del día 13 en los 
ganglios sensoriales y simpáticos (Martín-
Zanca et al., 1990). El fenotipo de los ratones 
a los que se les ha eliminado la expresión de 
TrkA es muy similar al de los ratones sin 
expresión de NGF, excluyendo así efectos 
compensatorios debidos a la unión de la NT-3 
o la NT-4/5 (Smeyne et al., 1994); (Snider, 
1994). El gen trkB es mucho más complejo. 
Es capaz de generar una isoforma con una 
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delección del dominio extracelular que le 
confiere menor afinidad por las neurotrofinas 
NT-4/5 y NT-3 (Strohmaier et al., 1996). 
Además se han caracterizado en ratón 3 
isoformas que no presentan el dominio 
citoplásmico tirosina kinasa (Fig. 1), siendo 
por tanto catalíticamente inactivas. La forma 
completa (TrkB-Fl) se localiza en neuronas 
tanto del SNC como SNP, mientras que las 
isoformas catalíticamente inactivas o 
truncadas se localizan preferentemente en las 
células gliales y otros tejidos no neuronales 
(Klein et al., 1991a); (Middlemas et al., 
1991); (Armanini et al., 1995); (Ninkina et al., 
1996). Las características fenotípicas de los 
ratones genéticamente modificados para la 
expresión de TrkB se explican con detalle en 
la sección 1.2.3. El gen trkC genera dos 
formas catalíticamente activas (Fig. 1) que se 
expresan tanto en tejidos neuronales como no 
neuronales, aunque predominan en las 
neuronas del SNC (Tsoulfas et al., 1993); 
        
Figura 1. Los receptores de neurotrofinas. Esquema donde se muestran las diferentes isoformas de los 
receptores de alta afinidad de neurotrofinas pertenecientes a la familia Trk. Estos receptores presentan una región 
extracelular constituida por dos regiones ricas en cisteinas (C1, C2), un tándem de tres elementos ricos en leucinas 
(Leu 1, 2, 3) y dos dominios globulares similares a los de las immunoglobulinas (Ig1, Ig2). El domino 
transmembrana (T) conecta con la región citoplásmica donde se localiza un dominio tirosina kinasa, presente 
únicamente en las isoformas completas (Fl). El receptor de baja afinidad de neurotrofinas p75LNTR presenta un 
dominio citoplásmico implicado en la muerte celular, un dominio transmembrana y una región extracelular con 
cuatro repeticiones ricas en cisteinas (CR). La capacidad de unión de las distintas neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 
y NT-4 a los diferentes receptores queda reflejada en el esquema. La neurotrofina NT-3 se une además con baja 
afinidad a los receptores TrkA y TrkB. 
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(Valenzuela et al., 1993) (Lambelle et al., 
1993). Además se genera por procesamiento 
alternativo una isoforma truncada que se 
expresa mayoritariamente en las células de la 
glia (Tsoulfas et al., 1993); (Valenzuela et al., 
1993). Los ratones trkC-/- muestran 
alteraciones menos severas que los nt3+/-, a 
pesar de que se ven afectadas las mismas 
poblaciones neuronales, lo que sugiere que 
TrkC es estrictamente activado por la NT-3, 
mientras que la NT-3 puede señalizar también 
a través de los receptores TrkA y TrkB 
(Ernfors et al., 1994b); (Klein, 1994); 
(Barbacid, 1994). El receptor de baja afinidad 
de las neurotrofinas p75 (Chao et al., 1986); 
(Johnson et al., 1986a); (Roux and Barker, 
2002) pertenece a la familia del receptor de 
necrosis tumoral, y es capaz de unir todas las 
neurotrofinas con afinidad similar (Rodríguez-
Tébar et al., 1990); (Rodriguez-Tebar et al., 
1992). Este receptor presenta una región 
extracelular compuesta por cuatro dominios 
ricos en cisteinas (Fig. 1), un único dominio 
transmembrana con estructura helicoidal y un 
dominio citoplásmico de anclaje de diferentes 
proteínas implicadas en muerte neuronal. Este 
receptor ejerce un doble papel, por un lado es 
capaz de asociarse a los receptores Trk 
aumentando la afinidad de éstos por sus 
ligandos, y por otro lado puede promover la 
muerte neuronal en ausencia de estos 
receptores (Lee et al., 2001a; Lee et al., 
2001c). Así, la coexpresión de p75 con TrkA 
promueve una mayor afinidad de éste por 
NGF (Hempstead et al., 1991); (Benedetti et 
al., 1993) y potencia la activación de TrkA 
mediada por NGF (Verdi et al., 1994), hasta 
tal punto que la interrupción de la unión de 
p75 impide la activación de TrkA por NGF 
(Barker and Shooter, 1994). Además, p75 es 
capaz de alterar la especifidad o preferencia 
de los receptores Trk por sus ligandos. Por 
ejemplo, el BDNF, y las neurotrofinas NT-4/5 
y NT-3 son capaces de unirse a TrkB, pero 
sólo el BDNF es capaz de inducir la 
activación de TrkB en presencia de p75 (Bibel 
et al., 1999). Los efectos proapoptóticos del 
receptor p75 se corroboraron en ratones p75-/-, 
los cuales presentaban durante el desarrollo 
una disminución de la apoptosis tanto en la 
retina como en la médula espinal (Frade and 
Barde, 1999). De manera opuesta, ratones 
transgénicos que sobreexpresan el dominio 
intracelular de p75 presentan un reducido 
número de neuronas corticales, simpáticas y 
sensoriales (Majdan et al., 1997).  
 
1.1.5 Activación de los receptores de 
neurotrofinas. 
 
La dimerización de los receptores Trk de 
manera dependiente a la unión del ligando 
(Fig. 2) (Jing et al., 1992), produce la trans-
fosforilación de residuos específicos de 
tirosina que sirven como sitios de anclaje para 
diferentes moléculas adaptadoras (Obermeier 
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et al., 1993); (Stephens et al., 1994). Este 
evento dispara la activación de las rutas de 
señalización que promueven la prevención de 
la muerte celular y la diferenciación neuronal. 
Tres son las cascadas de señalización 
activadas principalmente por los receptores 
Trk y sus substratos (Fig. 2). Primero, la 
activación de la vía Ras/Raf/MEK/MAPK 
como resultado de la formación de complejos 
de moléculas adaptadoras. Así, la forma 
fosforilada de Shc se une al complejo Grb2-
SOS, el cuál es capaz de activar Ras, y MAPK 
es activada a través de Raf y MEK. De 
manera similar, la proteína FRS2 fosforilada 
se asocia a Grb2-SOS a través de la proteína 
SHP-2/, activando la misma ruta (Kouhara et 
al., 1997); (Wright et al., 1997); (Hadari et al., 
1998). Se han encontrado otras moléculas 
                    
 
Figura 2. Rutas de señalización de los receptores de neurotrofinas. La unión de las neurotrofinas a los 
receptores Trk completos (Trk-Fl) permite la transfosforilación de éstos en diferentes residuos, y la activación de 
diversas cascadas de señalización implicadas en plasticidad sináptica, supervivencia y diferenciación neuronal. La 
dimerización de un receptor Trk truncado (Trk-T) con un receptor Trk-Fl impide la señalización dependiente de la 
unión de ligando. Frs2, fibroblast growth factor receptor substrate 2; Grb2, growth factor receptor-bound protein 
2; SOS, son of sevenless; Shp2, Shc homology protein 2. Ras, GTP binding protein; Raf, MAP-Kinase-Kinase-
Kinase; MAPK, mitogen activated protein kinase; MEK, MAPK/ERK Kinase; PLCγ, phospholipase C gamma; 
DAG, diacylglycerol; PKC, protein kinase C; IP3, inositol-1, 4, 5-triphosphate; Ca2+, calcio; Shc, adaptor protein 
with SH2 domain; Gab1, Grb2-associated binder 1; PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase; PKB, protein kinase B. 
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adaptadoras capaces de formar complejos con 
Grb2/SOS, tales como rAPS y SH2-B (Qian 
et al., 1998). La segunda cascada de 
señalización activada por los receptores Trk es 
la dependiente de las proteínas adaptadoras 
Gab-1 (Grb- associated binder-1), que median 
la asociación y activación de la proteína PI3K 
(Phosphatidylinositol 3 kinase) (Holgado-
Madruga et al., 1997); (Yamada et al., 1997). 
Esta kinasa se encuentra especialmente 
relacionada con la supervivencia neuronal vía 
la activación de la kinasa PKB/AKT (Protein 
Kinase B) (Franke et al., 1997a; Franke et al., 
1997b); (Crowder and Freeman, 1998), que 
resulta a su vez en la fosforilación e 
inactivación de la proteína proapoptótica 
BAD, perteneciente a la familia Bcl-2 (Datta 
et al., 1997). PKB/AKT induce la 
fosforilación de los factores de transcripción 
tipo Forkhead, los cuales controlan la 
expresión de genes implicados en la muerte 
celular, tales como el ligando de Fas (Brunet 
et al., 1999). La tercera ruta de señalización 
que activan los receptores Trk es la 
dependiente de la PLCγ (Fosfolipasa C 
gamma), que regula los niveles intracelulares 
de Ca2+ así como la actividad de la proteína 
kinasa C (PKC), vía ruptura del sustrato PIP2 
(fosfatidilinositol 4,5-difosfato) a DAG 
(Diacilglicerol) e IP3 (Inositol trifosfato) (Fig. 
2). Esta ruta parece jugar un papel muy 
importante en la liberación de las 
neurotrofinas y plasticidad sináptica (Canossa 
et al., 1997). Además se ha encontrado que la 
ruta de señalización dependiente de la PLCγ 
regula la proteína neuroespecífica periferina, 
un constituyente de los filamentos intermedio 
(Loeb et al., 1994). Debido a la presencia de 
diversas isoformas de las proteínas 
adaptativas que se unen a la región 
citoplásmica de los receptores Trk, parece que 
cada uno de ellos es capaz de activar 
diferentes rutas de señalización a pesar de su 
gran similitud, hecho que podría explicar que 
la activación de TrkA por NGF y de TrkC por 
NT-3 en neuronas simpáticas promueva 
efectos biológicos diferentes. Incluso la 
activación del mismo receptor Trk por 
distintos ligandos puede dar lugar a diferentes 
eventos de señalización, como ocurre en el 
caso de la activación de TrkB por BDNF o 
por NT-4/5. Estudiando ratones transgénicos 
en los que el gen bdnf se sustituyó por el de 
nt-4/5, se observó que dichos ratones 
presentaban un mayor número de neuronas 
sensoriales, una reducción del peso corporal, e 
infertilidad (Fan et al., 2000), indicando la 
especificidad de la acción de cada 
neurotrofina a través de TrkB. Así mismo, la 
activación de TrkA en neuronas simpáticas 
por NGF o NT-3 es capaz de regular de 
manera diferente la supervivencia y la 
neuritogénesis (Belliveau et al., 1997). 
Finalmente, la funcionalidad del receptor p75 
depende del contexto celular en el cuál se 
exprese. Puede promover por sí solo, y una 
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vez unido a su ligando, la activación de las 
cascadas de muerte celular programada 
mediadas por activación de caspasas y de la 
proteína proapoptótica Jun Kinasa (JNK) (Fig. 
3a) (Dobrowsky et al., 1994); (Liu et al., 
1996; Wiegmann et al., 1994); (Hamanoue et 
al., 1999); (Bamji et al., 1998); (Yoon et al., 
1998). Otras proteínas implicadas en la 
activación de muerte celular por 75 son NRIF 
(Neurotrophin receptor-interacting factor) 
(Casademunt et al., 1999), NRAGE 
(neurotrophin receptor-interacting MAGE) 
que media apoptosis en los precursores de las 
neuronas simpáticas (Salehi et al., 2000a; 
Salehi et al., 2000b) y NADE (p75 NTR-
associated cell death executor), que se une a 
p75 en presencia de NGF, pero no de BDNF, 
NT-3 ó NT-4 (Mukai et al., 2000). Además, 
p75 es capaz de interaccionar con los 
receptores Trk para modular su activación 
cuando ambos tipos de receptores se expresan 
en la misma célula (Fig. 3b) (Davey and 
                 
 
Figura 3. Señalización del receptor de neurotrofinas p75. (a) La unión de las neurotrofinas al receptor p75 permite su 
dimerización, la activación de diferentes factores como NF-kB y la proteina JNK (c-Jun N-terminal Kinase) y la modulación de 
la actividad de la proteína Rho. Estas respuestas están mediadas a través de proteínas adaptadoras que se unen al dominio 
citoplásmico de p75, incluyendo NRIF (neurotrophin-receptor interacting protein), NADE (neurotrophin associated cell death 
executor), NRAGE (neurotrophin-receptor-interacting MAGE homologue), SC1 (Schwann cell 1) y RIP2 (Receptor-interacting 
protein 2) y TRAF6 (tumour necrosis factor receptor-associated factor 6) las cuales se encuentran involucradas en apoptosis, 
supervivencia, elongación de las neuritas y parada del ciclo celular. (b) La interacción entre p75 y los receptores de la familia 
Trk produce cambios en la afinidad de unión por las neurotrofinas. MAPK, mitogen activated protein kinase. PKB, protein 
kinase B; PKC, protein kinase C; Ca2+, calcio. 
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Davies, 1998); (Ladiwala et al., 1998). Tanto 
los dominios citoplásmico como extracelular 
participan en dicha interacción, la cuál a su 
vez depende del estado de fosforilación del 
receptor Trk (Bibel et al., 1999). Esta 
interacción es relevante en varios sentidos. 
Primero, porque la asociación entre ambos 
posibilita la unión de alta afinidad de las 
neurotrofinas, lo cuál es fundamental dada la 
limitación de neurotrofinas in vivo 
(Hempstead et al., 1991); (Benedetti et al., 
1993); (Lee et al., 1994a; Lee et al., 1994b); 
(Horton et al., 1997). Segundo, porque la 
asociación incrementa la discriminación de 
los ligandos por los receptores Trk, lo cuál es 
especialmente importante en el caso de TrkA 
y TrkB, que unen más de una neurotrofina. 
Tercero, porque la proximidad de p75 y los 
receptores Trk en la membrana celular 
permite que las cascadas de señalización de 
ambos receptores puedan interactuar.  
 
1.2 El receptor de neurotrofinas TrkB 
 
1.2.1 Isoformas del receptor TrkB. 
 
El gen trkB, que en humanos presenta una 
longitud aproximada de 590 Kb y 24 exones 
(Fig. 4a), da lugar a una gran diversidad de 
isoformas que se generan por procesamiento 
alternativo (Stoilov, 2002). En ratones se 
detectaron, mediante ensayos de Northern 
blot, varios tránscritos de este gen cuyos 
tamaños oscilaban entre 0.7 y 9 kb (Martín-
Zanca et al., 1989); (Klein et al., 1989); (Klein 
et al., 1990a); (Middlemas et al., 1991). Sin 
embargo, sólo son tres las isoformas que se 
expresan de manera mayoritaria en humanos, 
principalmente en el cerebro (Fig. 4b). Una 
isoforma completa de 145 kDa denominada 
TrkB-Fl (TrkB-Full-length), que contiene un 
dominio tirosina kinasa, y dos isoformas 
truncadas que se conocen como TrkB-T1 y 
TrkB-T-Shc, que carecen de ese dominio 
catalítico. En rata y ratón se caracterizó una 
tercera isoforma truncada minoritaria 
denominada TrkB-T2 (Klein et al., 1989); 
(Klein et al., 1990a); (Middlemas et al., 1991). 
Todas ellas poseen un dominio extracelular de 
idéntica secuencia aminoacídica (Fig. 4b), con 
una estructura similar al de los otros 
receptores de la famila Trk. En la región 
citoplásmica presentan un dominio 
yuxtamembrana que incluye un sitio de unión 
de proteinas Shc, el dominio tirosina kinasa y 
un sitio de anclaje de proteínas PLCγ. Las 
isoformas truncadas T1 y T2, de un tamaño 
molecular de 95 kDa, únicamemte difieren de 
la isoforma TrkB-Fl en que los dominios 
citoplásmicos han sido sustituidos por una 
pequeña secuencia de 23 y 21 aminoácidos, 
respectivamente. De esta pequeña cola 
citoplásmica sólo los últimos 11 aminoácidos 
en el caso del TrkB-T1, y los últimos 9 en el 
caso del TrkB-T2, difieren tanto de la 
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Figura 4. Procesamiento alternativo del gen trkB en humanos y estructura de las proteínas generadas. (a) Patrón del 
procesamiento alternativo del gen humano trkB. Los exones se muestran como cajas numeradas. Los exones constitutivos se 
muestran en verde, los exones alternativos pertenecientes a la región 5´UTR en violeta y los exones alternativos de las 
diferentes secuencias codificantes en azul. (b) Estructura de las distintas proteinas TrkB presentes en humanos. El nombre de 
los diferentes dominios se encuentra indicado bajo las cajas: C1 y C2 son repeticiones ricas en cisteínas, LR1, 2 y 3 es un 
tándem de tres elementos ricos en leucinas, Ig1 e Ig2 son dominios globulares similares a los de las inmunoglobulinas. Shc y 
PLCγ indican los sitios de unión de dichas proteínas. Figura adaptada de Stoilov et al., 2002. ecuencia del TrkB-Fl como entre sí 
Middlemas et al., 1991). La isoforma TrkB-
-Shc, que también carece del dominio 
irosina kinasa, presenta un dominio capaz de 
nir proteínas del tipo Shc (Stoilov, 2002). 
demás de estas isoformas, producto del 
rocesamiento alternativo de las secuencias 
odificantes para la región intracelular, se han 
escrito en ratón y rata otras que son 
ncapaces de unir neurotrofinas debido a que 
arecen de uno o todos los motivos ricos en 
eucina de la región extracelular (Ninkina et 
l., 1997). Otra isoforma, también minoritaria, 
resenta una región yuxtamembrana 
xtracelular modificada, lo que le confiere una 
afinidad reducida por la NT-4/5 y, por tanto, 
una elevada afinidad por el BDNF 
(Strohmaier et al., 1996). 
 
  
1.2.2 Expresión de TrkB. 
 
Los ARNm que codifican las distintas 
isoformas de TrkB se expresan de manera 
abundante en el cerebro de los roedores a 
partir del día embrionario 9.5 (Klein et al., 
1990b), y su expresión está regulada tanto 
espacial como temporalmente. Así, en el 
hipocampo, la cantidad de ARNm de TrkB-Fl 
aumenta durante el desarrollo y alcanza su 
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nivel máximo alrededor del nacimiento, 
mientras que los niveles de los tránscritos de 
TrkB-T1 lo hacen dos semanas más tarde 
(Dugich-Djordjevic et al., 1993); (Fryer et al., 
1996); (Masana et al., 1993). Se ha observado 
una regulación temporal similar en la corteza 
cerebral, la amígdala, la médula espinal y las 
neuronas ganglionares de la espina dorsal, 
tanto en roedores (Ernfors et al., 1991); (Fryer 
et al., 1996) como en humanos (Muragaki et 
al., 1997). La distribución espacial de los 
distintos tránscritos es diferente. Así, en el 
cerebro adulto la expresión del ARNm de 
TrkB-Fl es evidente en las neuronas de las 
distintas capas de la corteza cerebral, el 
tálamo y el hipocampo (Armanini et al., 
1995); (Beck et al., 1993); (Klein et al., 
1990b). Por el contrario, los tránscritos de 
TrkB-T1 se encuentran en los plexos 
coroideos, el epéndimo y en células no 
neuronales (Beck et al., 1993); (Biffo et al., 
1995); (Frisen et al., 1993). Sin embargo, se 
ha observado colocalización de los ARNm de 
las isoformas de TrkB tanto en motoneuronas 
adultas como en las células de los gánglios 
trigéminos durante el desarrollo (Armanini et 
al., 1995); (Ninkina et al., 1996). Estos datos 
indican que, de manera general, los tránscritos 
de TrkB-Fl son los mayoritarios durante las 
etapas tempranas del desarrollo, mientras que 
los de TrkB-T1 lo son en las etapas más 
tardías y en el organismo adulto. De manera 
muy similar, la isoforma TrkB-Fl es la más 
abundante durante el desarrollo, mientras que 
el receptor TrkB-T1 lo es en el organismo 
adulto (Fryer et al., 1996). Mediante ensayos 
de immunohistoquímica, se ha observado que 
TrkB se encuentra mayoritariamente presente 
en neuronas, principalmente en el hipocampo 
y en las estructuras corticales. Más 
concretamente, TrkB-T1 se expresa en el 
compartimento somato-dendrítico de las 
células hipocampales, mientras que el receptor 
TrkB-Fl se presenta en el segmento inicial de 
los axones, así como en las espinas dendríticas 
de las membranas postsinápticas y los 
terminales nerviosos (Drake et al., 1999). Esta 
distribución de los receptores TrkB también se 
mantiene, aparentemente, en cultivos 
primarios de neuronas hipocampales y 
corticales (Haapasalo et al., 2002). 
 
1.2.3 Activación y señalización de los 
receptores TrkB. 
 
La primera etapa en la activación del receptor 
TrkB-Fl es la unión del ligando al dominio 
extracelular (Fig. 5a), lo que resulta en la 
formación de homodímeros TrkB-Fl / TrkB-Fl  
y la transfosforilación de residuos tirosina 
específicos presentes en el dominio kinasa 
citoplásmico (Ibanez et al., 1993); (Jing et al., 
1992). De manera similar a lo que ocurre con 
los otros receptores Trk y que describimos 
anteriormente (Apartado 1.1.5; Fig. 2), la 
fosforilación de estos residuos proporciona, 
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sitios de anclaje para las proteínas adaptadoras 
Shc y FRS2, así como para la PLCγ 
(Middlemas et al., 1991); (Stephens et al., 
1994); (Vetter et al., 1991). De esta manera se 
activan distintas rutas de señalización como la 
vía de la PI3K, que permite la activación de la 
proteína PKB/AKT, o la cascada Ras-MAPK 
o PLCγ que producirá la activación del factor 
de transcripción CREB (cAMP/Ca2+ response 
element-binding protein). Esta activación de 
CREB mediará los efectos de BDNF en el 
crecimiento de neuritas, supervivencia 
neuronal y plasticidad sináptica (Tong and 
Perez-Polo, 1998); (Bonni et al., 1999); 
(Lonze and Ginty, 2002); (Huang and 
Reichardt, 2003); (Dragunow et al., 1994). La 
activación del receptor TrkB-Fl también 
influye en las propiedades de la membrana 
plasmática en una escala temporal muy 
similar a la de los neurotransmisores clásicos 
(Kafitz et al., 1999); (Kafitz et al., 2000). La 
unión de un homodímero de neurotrofinas al 
dominio extracelular posibilita, además, la 
formación de heterodímeros TrkB-Fl / TrkB-
T1 (Fig. 5b), lo que produce la supresión de la 
señalización inducida por el ligando, debido a 
la pérdida de la capacidad de 
transfosforilación en estos heterodímeros 
(Ninkina et al., 1996); (Eide et al., 1996); 
(Haapasalo et al., 2001). Además, se ha 
postulado que la expresión de TrkB-T1 en 
células no neuronales y/o en condiciones 
patológicas podría limitar la difusión de 
BDNF y, de esta manera, impedir la 
comunicación axonal con la zona dañada 
(Beck et al., 1993); (Biffo et al., 1995); (Fryer 
et al., 1997). Es importante señalar que a 
pesar de cerecer del dominio citoplásmico 
tirosina kinasa, los homodímeros TrkB-T1 / 
TrkB-T1 y TrkB-T2 / TrkB-T2 son capaces de 
mediar respuestas celulares en presencia tanto 
de BDNF como de NT-4 en la línea celular L-
cells (Baxter et al., 1997). Igualmente, BDNF 
produce en astrocitos a través de TrkB-T1 el 
incremento de los niveles intracelulares de 
Ca2+ (Rose et al., 2003). Más recientemente, 
se ha demostrado que en presencia de BDNF 
los homodímeros TrkB-T1 / TrkB-T1 son 
capaces de regular la morfología de astrocitos 
y células de glioma al controlar la activación 
de la proteína RhoA, implicada en la 
regulación del citoesqueleto de actina (Ohira 
et al., 2005); (Ohira et al., 2006). Estos datos 
indican que, si bien los receptores truncados 
pueden actuar como dominantes negativos de 
los receptores TrkB-Fl cuando forman 
heterodímeros con ellos, también son capaces 
de activar rutas de señalización aún no 
caracterizadas cuando se constituyen en 
homodímeros en presencia de su ligando. Se 
ha comprobado que las respuestas controladas 
por TrkB dependen del tiempo de 
estimulación. Un pulso breve de BDNF es 
capaz de activar el potencial de membrana 
postsináptico y ejercer efectos sobre la LTP 
(Kafitz et al., 1999); (Schuman, 1999). Sin 
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 ab, una estimulación prolongada 
 la desensibilización del propio 
 (Carter et al., 1995); (Frank et al., 
(Haapasalo et al., 2002), e incluso 
ducir necrosis neuronal in vitro (Kim 
003). La localización de la interacción 
receptor también determina las rutas 
alización que son activadas. La 
ción axonal produce la activación de 
la ruta Ras-MAPK, lo que contribuye a la 
elongación de los axones (Mason et al., 2000); 
(Kuruvilla et al., 2000). Por el contrario, la 
fosforilación de los receptores Trk localizados 
en el cuerpo celular promueve la activación de 
cascadas de señalización que median la 
supervivencia neuronal (Bhattacharyya et al., 
1997); (Riccio et al., 1997); (Tsui-Pierchala 
and Ginty, 1999); (Watson et al., 1999). 
 
. Rutas de señalización del receptor de neurotrofinas TrkB. (a) La unión del factor BDNF permite, en neuronas, la 
n de los dímeros TrkB-Fl / TrkB-Fl. Tras la trans-fosforilación de los receptores, se produce la activación de diversas 
 de señalización que permiten en último término el control de la plasticidad sináptica, la supervivencia neuronal, el 
nto de las neuritas y el aumento de la expresión de BDNF. La formación de los dímeros TrkB-Fl / TrkB-T impide la 
ción de la señal dependiente de la unión del ligando. (b) Los astrocitos únicamente expresan el receptor TrkB-T1, el 
capaz de dimerizar en presencia de la neurotrofina correspondiente, lo que origina el aumento de los niveles 
lares de Ca2+ y la inhibición de la proteína RhoA. MAPK, mitogen activated protein kinase; RSK, ribosomal S6 kinase; 
hospholipase C gamma; DAG, diacylglycerol; PKC, protein kinase C; MEK, MAPK/ERK kinase; CREB, cAMP/Ca2+ 
 element-binding protein; IP3, inositol-1, 4, 5-triphosphate; Ca2+, calcio; LTP, long term potentiation; PI3K, 
tidylinositol-3-kinase; Gprot, G protein; RhoGDI, Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor 1.  
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sólo se redujo en un 50% (Klein et al., 1993). demás, como indicamos anteriormente, la 
eñalización de TrkB-Fl en neuronas puede 
er suprimida por la formación de 
eterodímeros TrkB-Fl / TrkB-T1 (Eide et al., 
996); (Haapasalo et al., 2001), lo que 
casiona la pérdida de las señales de 
upervivencia dependientes de BDNF 
Saarelainen et al., 2000); (Dorsey et al., 
002); (Saarelainen et al., 2003); (Dorsey et 
l., 2006). La generación de ratones 
enéticamente modificados que carecían o 
enían alterada la expresión de las distintas 
soformas de TrkB, proporcionó información 
dicional sobre los efectos producidos por la 
ctivación del receptor TrkB (Tabla 2). Los 
rimeros ratones trkB-/- se generaron al 
nterrumpir la fase de lectura del exón 
odificante para el dominio citoplásmico 
irosina kinasa, lo que suprimía por completo 
a expresión de la isoforma TrkB-Fl, mientras 
ue la expresión de los receptores truncados 
Estos ratones homocigóticos se desarrollaban 
hasta el nacimiento, pero morían a los pocos 
días por inanición. Presentaban una dramática 
reducción del número de neuronas de los 
ganglios sensoriales y una pérdida muy 
significativa de motoneuronas en la médula 
espinal (Klein et al., 1993). En los pocos 
ratones que sobrevivieron durante tres 
semanas, se observó un aumento del número 
de neuronas apoptóticas, especialmente en el 
giro dentado (Alcantara et al., 1997). 
Posteriormente se desarrollaron ratones en los 
que además se suprimió la expresión de las 
isoformas truncadas de TrkB. En éstos, la 
supervivencia de las neuronas sensoriales 
estaba aumentada respecto a los ratones trkB-
Fl-/-, indicando un efecto proapoptótico del 
receptor TrkB-T (Luikart et al., 2003) (Tabla 
2). Existen diversos estudios con ratones que 
sobreexpresan las distintas isoformas de 
TrkB. Los que tienen mayor expresión de 
TrkB-Fl presentan incrementadas la memoria 
y la capacidad de aprendizaje, así como una 
disminución en los niveles de ansiedad 
(Lahteinen et al., 2003); (Koponen et al., 
2004a; Koponen et al., 2004b). Por el 
contrario, los ratones que sobre-expresan la 
isoforma TrkB-T1 (Tabla 2) tienen 
disminuida la capacidad de aprendizaje y 
memoria, y presentan una mayor 
susceptibilidad al daño producido en la 
isquemia (Saarelainen et al., 2000). Estos 
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ratones alcanzaban unas 20 veces los niveles 
del ARNm de TrkB-T1 de los ratones 
normales lo que producía, al quedar unido el 
ligando a los receptores homodiméricos TrkB-
T1 / TrkB-T1, una reducción de la activación 
del receptor TrkB-Fl (Saarelainen et al., 
2003), posiblemente. Además, estos ratones 
no responden a los antidepresivos, lo que 
sugiere que la señalización dependiente de 
TrkB-Fl es necesaria para la acción de estas 
drogas (Saarelainen et al., 2003). Otro modelo 
de ratones que sobreexpresan TrkB-T1 es el 
de la trisomía del cromosona 16 (Ts16). Estos 
animales presentan un alto grado de apoptosis 
en neuronas de la corteza cerebral y el 
hipocampo que no puede ser disminuida por 
inyección de BDNF, indicando así que en 
estos ratones se produce un aumento de la 
muerte celular como consecuencia de la 
supresión de las vías de supervivencia 
dependientes de TrkB-Fl (Dorsey et al., 




Figura 6. Estructura de la región 5´terminal del gen trkB en ratón. (a) La localización de las regiones promotoras queda 
indicada por las cajas de colores, mientras que las cajas en gris señalan la localización de las islas CpG. Las flechas marcan los 
dos sitios de inicio de la transcripción. Los números indican la posición en pares de bases respecto al sitio de inicio de la 
traducción. (b) Representación esquemática de los tránscritos originados a partir de la región 5´ UTR del gen trkB de ratón. Las 
cajas en violeta marcan las regiones exónicas y las cajas en azul los exones alternativos. Los números indican la posición en 
pares de bases respecto al codón de inicio de la traducción. 
 
1.2.4 Regulación de la expresión de TrkB. 
 
La caracterización de la secuencia del gen 
trkB de ratón previa al sitio de inicio de la 
traducción reveló que esta región confiere 
especifidad de expresión en tejidos, y que en 
ella se localizan dos promotores alternativos 
denominados P1 y P2 (Fig. 6a). El hecho de 
que ambas regiones promotoras se localicen 
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dentro de zonas ricas en el dinucleótido CpG 
(islas CpG) y que el gen carezca de elementos 
iniciadores como la caja TATA, así como la 
presencia de 2 inicios de transcripción le 
confieren características de un gen 
housekeeping. Además, parte del promotor P2 
se encuentra localizado dentro de un intrón de 
los tránscritos producidos a partir del 
promotor P1 (Fig. 6b), lo que genera varios 
ARNm que codifican para la misma proteína 
pero contienen diferentes regiones 5´ UTR 
generadas por procesamiento alternativo 
(Barettino et al., 1999). En humanos, esta 
región  contiene los 5 primeros exones y 
presenta, al menos, 9 sitios de inicio de la 
transcripción diferentes (Stoilov, 2002). Así, 
el procesamiento alternativo tanto de la región 
5´UTR como de la región codificante, puede 
producir hasta 100 tránscritos distintos que 
codifican para 10 isoformas diferentes del 
receptor TrkB. El estudio in silico de la región 
del gen trkB de ratón donde se localizan los 
promotores P1 y P2, reveló la presencia de 
posibles elementos de regulación de distinta 
naturaleza (Fig. 7). Entre éstos se encuentran 
sitios de unión para el factor de transcripción 
SP-1, el factor NF-κB (Nuclear Factor kappa 
B), el receptor RAR (Receptor de ácido 
retinoico), el receptor PPAR (Receptor 
activador de la producción de peroxisomas), 
el factor HIF (Factor inducido por hipoxia) y 
el factor CREB. La presencia de posibles 
elementos de unión de CREB abre la 
posibilidad de que, al igual que ocurre con el 
gen bdnf, el gen trkB pueda estar regulado por 
múltiples señales adaptativas de las cuales 
CREB es partícipe. La actividad neuronal es 
capaz de inducir, tanto por depolarización 
como por aumento del segundo mensajero 
AMPc, un incremento de los niveles proteicos 
de TrkB en las dendritas, axones y cuerpo 
celular (Tongiorgi et al., 1997); (Meyer-
Franke et al., 1998). También se promueve un 
aumento de los niveles de ARNm y proteína 
 
 
Figura 7. Representación de los diferentes elementos putativos de respuesta localizados en la región 5´ terminal del gen 
trkB de ratón. El análisis in silico de la región 5´terminal del gen trkB de ratón reveló la presencia de distintos sitios putativos 
de unión de factores de transcripción. Entre ellos se encuentra: USF, upstream stimulatory factor; RAR, retinoic acid receptor; 
CREB, cAMP/Ca2+ response element-binding protein; HIFF, hypoxia inducible factor; NFAT, nuclear transcriptioal factor in 
activated T cells; NRSE, neuronal response silencing element-binding protein. Los sitios de inicio de la transcripción de los 
promotores P1 y P2 se localizan en las posiciones -1800 y -448 respectivamente.  
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de TrkB por estimulación eléctrica que induce 
el potencial de acción y la LTP (Du et al., 
2003),  actividad prolongada del aparato 
locomotor (Gomez-Pinilla et al., 2002) y los 
ritmos circadianos (Dolci et al., 2003), así 
como por daño cerebral, ataques epilépticos, 
hipoglucemia e isquemia (Kokaia et al., 
1993); (Arai et al., 1996); (Lindvall et al., 
1994); (Merlio et al., 1993); (Salin et al., 
1995). Muchos de estos estímulos también 
inducen la expresión de BDNF, tanto a nivel 
de ARNm como de proteína. El gen bdnf usa 
4 promotores alternativos, que dan lugar a 8 
tipos diferentes de tránscritos, todos ellos 
codificantes para la misma proteína. Se 
desconoce el porqué se produce tal número de 
ARNm que codifican para BDNF, pero una de 
las hipótesis más aceptadas es que la 
existencia de múltiples promotores y 
tránscritos permite una regulación de la 
expresión de este factor a varios niveles, 
incluyendo la transcripción, la traducción, la 
estabilidad de los ARNm y la localización 
subcelular (Zafra et al., 1990); (Timmusk et 
al., 1993); (Metsis et al., 1993); (Timmusk et 
al., 1994); (Tao et al., 1998). Diferentes 
estudios han mostrado que el aumento de los 
niveles intracelulares de Ca2+, debido a la 
depolarización o a la activación de los 
receptores de glutamato NMDAR (N-methyl-
D-aspartate receptor), induce un incremento 
de los niveles del ARNm de BDNF debido a 
un aumento de la transcripción de dicho gen. 
Se determinó que la activación de CREB era 
fundamental y que su efecto estaba mediado a 
través de un elemento CRE (cAMP/Ca2+ 
response element) localizado en la región 
anterior al promotor 3 (Zafra et al., 1990); 
(Ghosh et al., 1994); (Tao et al., 1998); 
(Kornhauser et al., 2002); (Hardingham et al., 
2002). El hecho de que se produzca la 
defosforilación de CREB como consecuencia 
de la sobre-estimulación de los receptores de 
glutamato tipo NMDA, y en consecuencia la 
pérdida de la transcripción del gen bdnf y las 
señales dependientes de esta neurotrofina 
(Hardingham et al., 2002); (Lee et al., 2005), 
sugiere que puede existir una regulación 
similar del gen trkB. También se ha descrito 
cierta correlación entre la regulación de TrkB 
y diversas enfermedades neurodegenerativas. 
Así, el grupo de E. Marti  (Ferrer et al., 1999) 
describió una reducción de los niveles de 
BDNF y TrkB-Fl, pero un aumento de TrkB-
T1 en neuronas individuales y la glia reactiva 
en cerebros de pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer. A pesar de la multitud de 
estímulos capaces de producir la regulación de 
trkB, poco se conoce sobre los mecanismos 
moleculares que controlan su expresión. Éste 







































                                                                                                                                                                                                                                                        OBJETIVOS 
En la hipótesis de este trabajo, 
proponemos la existencia de diversos 
mecanismos moleculares que controlan la 
expresión del receptor de neurotrofinas TrkB 
en células del SNC, los cuales dependerían 
de la modificación de lo niveles 
citoplásmicos de AMPc y Ca2+. La 
descripción de estos mecanismos pondría de 
manifiesto la importancia de la regulación de 
la expresión de TrkB en diferentes 
situaciones adaptativas en las cuales 
participa. En este contexto nos planteamos 
los siguientes objetivos: 
 
1. Estudiar el efecto que tendría sobre la 
expresión de TrkB el tratamiento de cultivos 
primarios de astrocitos y neuronas corticales 
con la droga Forskolina (Fk), para aumentar 
el AMPc citoplásmico, o con ATP en 
astrocitos para aumentar el Ca2+ intracelular. 
 
2. Analizar la implicación de las 
diferentes rutas de señalización dependientes 
de AMPc y Ca2+ en esa regulación. 
 
3. Caracterizar los elementos de 
respuesta presentes en la región terminal del 
gen trkB implicados en la regulación 
dependiente de esos estímulos. 
 
4. Estudiar el efecto que tendría sobre 
los niveles de TrkB el tratamiento cultivos 
primarios de neuronas corticales con el 
análogo de glutamato NMDA, a 
concentraciones excitotóxicas. 
 
5. Evaluar la posible participación de 

















3. Materiales y métodos 
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3.1 Cultivos celulares. 
 
3.1.1 Cultivos primarios de neuronas 
corticales. 
 
Los cultivos primarios de neuronas corticales 
se prepararon a partir de embriones de rata 
tipo Wistar de 18 a 19 días de gestación 
(E18/E19). Las cortezas cerebrales de los 
fetos fueron obtenidas en condiciones de 
asepsia. Una vez retiradas las meninges, las 
cortezas se disgregaron mecánicamente en 
1ml de medio MEM (minimum essential 
medium) (Invitrogen) suplementado con 
16µg/ml de gentamicina, 2mM de glutamina, 
0,6% de glucosa, 10% de suero bovino fetal 
(FBS; foetal bovine serum), y 10% de suero 
de caballo (HS; horse serum). Tras la 
disgregación, las células se sembraron a una 
densidad de 2x107 células/placa de 100mm de 
diámetro tratadas previamente con poli-L-
lisina (10µg/ml, Sigma) y Laminina (4µg/ml, 
Sigma), y fueron mantenidas a 37ºC, 5% de 
CO2 y 95% de humedad. Dos horas después 
de la siembra, se colocaron dos cubreobjetos 
de cristal sobre los cultivos, de manera que las 
células quedasen entre ellos y el fondo de la 
placa y así minimizar el crecimiento de 
células gliales (Brewer and Cotman, 1989). 
Bajo estas condiciones, en las que la mayoría 
de las células tras 5 días de cultivo (5DIV; 
days in vitro) son neuronas, los cultivos 
fueron tratados con Forskolina (30µM), 
DMSO (30µM) o el análogo no hidrolizable 
del AMPc 8-Br-cAMP (2mM). Para los 
ensayos de neurotoxicidad in vitro, las 
neuronas se obtuvieron como anteriormente 
pero se cultivaron en medio MEM 
(Invitrogen. Nº Catálogo: 21090-022) 
suplementado con HS 5%, FBS 5%, glucosa 
22.2mM, glutamina 0.1mM y gentamicina 
16µg/ml, a una densidad de 
2.5x105células/cm2 en placas tratadas como 
anteriormente. Se añadió citosina-β-D-
arabinofuranosido (10µM) a día de cultivo 7 
para minimizar el crecimiento de células 
gliales. El tratamiento experimental para la 
activación de los receptores de glutamato de 
tipo NMDA se realizó después de 14DIV. Las 
concentraciones de cada uno de los reactivos 
utilizados fueron: NMDA 100µM; Glicina 
10µM; APV 100µM; Ifenprodil 10µM. La 
activación excitotóxica de los receptores de 
glutamato tipo NMDA se produjo mediante la 
adición al medio de cultivo de los coagonistas 
NMDA y glicina. 
 
3.1.2 Cultivos primarios de astrocitos 
corticales. 
 
Para la obtención de los cultivos primarios de 
astrocitos corticales, seguimos el protocolo 
descrito por (Renau-Piqueras et al., 1989). 
Estos fueron mantenidos en crecimiento a 
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37ºC, 5% CO2 y 95% de humedad, en medio 
de cultivo DMEM (Invitrogen. Nº Cat. 
419666-029), suplementado con FBS 20% y 
gentamicina 16µg/ml, durante las primeras 
48h, remplazándolo por medio fresco 
transcurridos 2DIV. A los 4 días en cultivo se 
disminuyó el FBS a un 10%, realizando 
cambios totales de medio cada 3 días hasta su 
utilización.  
 
3.1.3 Cultivo de células Neuro2a-cerbA. 
 
Las células Neuro2-cerbA (N2a-cerbA) se 
obtuvieron por infección retroviral de la línea 
parental (N2a) con retrovirus que conducen a 
la expresión del receptor alfa-1 de la hormona 
tiroidea (c-erbA). A diferencia de la línea 
parental, estas células expresan el receptor 
TrkB-Fl, (Pastor et al., 1994). Las células 
N2a-cerbA se mantuvieron en DMEM 
suplementado con FBS al 10%, glutamina 
2mM, penicilina 50U/ml y estreptomicina 
50µg/ml. El día anterior a realizar los ensayos 
de transfección, se sembraron a una densidad 
de 0,25x106 células/placa de 35mm de 
diámetro. 
 
3.2 Análisis de los ARN mensajeros. 
 
3.2.1 Obtención y preparación del ARN total. 
 
El ARN total se extrajo empleando el reactivo 
“TriReagent” (Sigma) de acuerdo a las 
condiciones establecidas por el fabricante. 
Todas las muestras de ARN fueron tratadas 
con ADNasaI libre de ARNasa (10U, 
Promega) para eliminar cualquier resto de 
ADN genómico. El ARN así obtenido fue 
cuantificado espectrofotométricamente y su 
integridad comprobada por electroforesis en 
geles de agarosa al 1% en tampón TAE. 
 
3.2.2 Ensayos de protección frente a ARNasas 
(RPA; Ribonuclease protection assay). 
 
La secuencia de 391bp obtenida de la 
digestión del ADNc de TrkB (Middlemas et 
al., 1991) con HincII y ScaI, fue clonada en el 
vector pBKS (Lindefors et al., 1995) para 
sintetizar una ribosonda que protege un 
fragmento de 391bp del ARNm de TrkB-Fl, y 
238bp del ARNm de TrkB-T1. Para la síntesis 
de la ribosonda utilizamos el kit “MAXIscript” 
(Ambion) siguiendo las instrucciones del 
fabricante, en presencia de [32P-α]-CTP. 
Como control en los experimentos utilizamos 
un ribosonda capaz de proteger un fragmento 
de 161bp de la secuencia de ARNm del gen 
gapdh de rata (nucleótidos 196 al 357). Los 
ensayos de RPA se realizaron empleando el 
kit “RPAII - Ribonuclease Protection Assay 
Kit” (Ambion). En cada reacción, 20µg de 
ARN total extraído de neuronas o astrocitos 
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corticales fueron hibridados con las 
ribosondas de TrkB y GAPDH siguiendo las 
recomendaciones del proveedor. Los 
fragmentos protegidos se separaron por 
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% 
en tampón TBE. Tras la electroforesis, los 
geles fueron secados y expuestos a películas 
de Rayos-X a -70ºC. La cuantificación 
densitométrica de las bandas obtenidas en las 
autoradiografías fue realizada utilizando el 
programa de análisis NIH Image. Para cada 
ensayo, los valores obtenidos en la 
cuantificación de los fragmentos protegidos 
para los tránscritos de TrkB-Fl y TrkB-T1 se 
normalizaron respecto a los resultados 
obtenidos para la ribosonda de GAPDH. 
 
3.2.3 Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo 
real (qRT-PCR; quantitative Real Time-PCR). 
 
Para la síntesis de ADNc se utilizaron 2µg de 
ARN total, oligo-dT 0.5µM (Promega) y 
MMLV 200U (Promega) en un volumen final 
de 20µl, según las instrucciones del 
fabricante. La reacción de qRT-PCR se realizó 
en un volumen final de 20µl conteniendo 
ADNc 0.5µl, Taq Polimerasa 0.05U 
(Biotools), dNTPs 0.2mM, oligonucleótidoss 
específicos 0.2µM, SybrGreen 1:40000 y 
MgCl2 3mM. Después de un ciclo inicial de 
3min a 94ºC, se realizaron 35 ciclos con los 
siguientes pasos: 20s a 94ºC, 20s a 60ºC, 20s a 
72ºC y 15s a 85ºC. Como control de carga 
utilizamos oligonucleótidos que hibridaban 
con el ADNc de GAPDH: 5´-TTG CCA TCA 
ACG ACC CCT TC-3´y 5´-GCC TTG ACT 
GTG CCG TTG AA-3´. Los oligonucleótidos 
específicos para detectar los niveles de los 
tránscritos de TrkB-T1 fueron 5´-GGG GCT 
GTG CTG CTT GGT- 3´y 5´GCT GCG GAC 
ATC TTT GGA GA-3´, mientras que los 
específicos para TrkB-Fl fueron 5´ CTG GAC 
AGC ACG TCC AAC AT 3´ y 5´ GAG AGA 
CTT GAC CTG AGC AC 3´. Los niveles de 
cada tránscrito se normalizaron a los de 
GAPDH acorde a la ecuación 2-∆∆Ct. 
 
3.3 Análisis proteico. 
 
3.3.1 Ensayos de Western Blot (WB). 
 
Para los ensayos de WB se recogieron las 
células en PBS frío y se lisaron en hielo 
durante 30min en tampón de lisis (Tris-HCl 
50mM pH 8.0, NaCl 150mM, Triton X-100 
1%, DTT 1mM), conteniendo los inhibidores 
de proteasas “Complete Protease Inhibitor 
Cocktail Tablets” (Roche). Los sobrenadantes 
se recogieron tras sedimentación por 
centrifugación (30min, 12000g) de los restos 
celulares insolubles. La concentración de 
proteína en los extractos se determinó 
mediante el ensayo “BCA Protein Assay” 
(Pierce). Cantidades equivalentes de proteína 
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total fueron separadas electroforéticamente en 
geles de poliacrilamida del 6% al 8%, en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), 
seguido de transferencia a membranas de 
nitrocelulosa (GE Biosciences). Los 
anticuerpos primarios y las diluciones 
utilizadas fueron: anti-pan-TrkB (Santa Cruz 
Biotechnology, H-181) 1:500, anti-TrkB-T1 
(Santa Cruz Biotechnology) 1:200, anti-pan-
P-Trk (Tyr490; Cell Signaling Technologies) 
1:1000, anti-P-CREB (Upstate) 1:1000, anti-
β-actina (Sigma) 1:5000 y anti-Tuj-1 (β-III-
Tubulina) (Covance) 1:40000. Los 
anticuerpos secundarios acoplados a 
peroxidasa (HRP; horseradish peroxidase) 
(Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron a 
una dilución 1:5000. Los ensayos de WB se 
resolvieron por quimioluminiscencia con los 
reactivos ECL, o ECL-Plus (GE Biosciences). 
La cuantificación densitométrica de las bandas 
de immunoreactividad fue realizada con el 
programa NIH Image. 
 
3.3.2 Ensayos de Inmunocitoquímica. 
 
Los cultivos primarios se crecieron en 
cubreobjetos circulares de 12mm de diámetro. 
Para las neuronas, éstos fueron tratados 
previamente con poli-L-lisina (10µg/ml, 
Sigma) y Laminina (4µg/ml, Sigma) durante 
toda la noche a 37ºC. Los cultivos, 
estimulados o no con las diferentes drogas, se 
lavaron con PBS y se fijaron durante 30min 
con una solución de paraformaldehido al 4% 
(p/v) en PBS. Posteriormente, se lavaron 
nuevamente en PBS y se permebealizaron por 
inmersión durante 2min en metanol a -20ºC. 
A continuación, se incubaron durante 30min a 
temperatura ambiente en una solución de 
bloqueo compuesta por HS al 10% (v/v), y 
Triton X-100 al 0.1% (v/v) en PBS. La 
incubación con los anticuerpos primarios se 
hizo en la misma solución de bloqueo a las 
siguientes concentraciones: anti-P-CREB 
(Upstate) 1:200, anti-β-actina (Sigma) 1:500, 
anti-pan-TrkB (Santa Cruz Biotechnology) 
1:200, anti-Tuj-1 (β-III-tubulina) (Covance) 
1:1000 y anti-GFAP (Cell Signaling) 1:2000. 
Tras varios lavados con PBS se procedió a la 
incubación con anticuerpos secundarios 
conjugados con Alexa Fluor 568 o Alexa 
Fluor 594 (Molecular Probes. Invitrogen). El 
ADN nuclear se tiñó con DAPI 1µg/ml 
(Sigma) o To-PRO3 2µM (Molecular Probes. 
Invitrogen), añadidos a la solución de los 
anticuerpos secundarios. Finalmente, los 
cubreobjetos se montaron en solución 
Fluoromount-G (SouthernBiotech) para ser 
analizadas mediante microscopía óptica de 
fluorescencia o microscopía confocal. 
 
3.4 Generación de Plásmidos y lentivirus. 
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Los vectores reporteros -1600P2-Cat, -870P2-
Cat, -5100P1-Cat y -2700P1-Cat se generaron 
al subclonar en el vector pBLCAT3 los 
fragmentos que contenían la secuencia del 
promotor del gen trkB, obtenidos a partir del 
vector pSJ54, cedido generosamente por el 
Profesor M. Barbacid (CNIO, Madrid). Los 
dos primeros vectores incluyen desde los 
nucleótidos -1606 ó -871 al -325, y los dos 
segundos desde el nucleótido -5130 ó -2698 
hasta el -871. El vector reportero -1600P2-
Luc, equivalente al -1600P2-Cat, contenía el 
fragmento -1606 a -325 del promotor de trkB 
en el vector “pGL3-basic vector” (Promega 
Madison, WI). El vector -1600∆CREsP2-Luc 
se generó por mutagénesis dirigida mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos: 5´-GCC 
CCT GCT AGA TCT TCG CCA GCA GTA 
GCA GAG GC-3´ y 5´-CTG CTG GCG AAG 
ATC TAG CAG GGG CAG AAA CTC CAG 
AA-3´. Los vectores de expresión de PKA y 
mPKA (Maurer, 1989), así como el inhibor 
termoestable de PKA (PKI) y una forma 
mutante (mPKI) (Day et al., 1989); (Howard 
et al., 1991), fueron proporcionados 
amablemente por el Dr. R. A. Maurer 
(Oregon Health Science University, Pórtland, 
USA). Los vectores de expresión de las 
isoformas dominantes negativas de CREB, K-
CREB (Walton et al., 1992) y A-CREB (Ahn 
et al., 1998), fueron proporcionados por el Dr. 
R.H. Goodman (Oregon Health Science 
University, USA) y el Dr. C. Vinson (The 
Johns Hopkins University School of Medicine, 
Baltimore, USA), respectivamente. El 
plásmido lentiviral pLenLox-Syn-Syn-EGFP 
fue usado como vector para el subclonaje de 
los receptores TrkB-Fl y TrkB-T1 y para la 
producción de virus. Este plásmido contiene 
dos promotores neuroespecíficos del gen 
sinapsina. El primer promotor dirige la 
síntesis de una proteína de interés, mientras 
que el segundo controla la expresión de la 
proteína EGFP de manera independiente al 
primer promotor. El lentivirus LV-Syn-
DsRED-Syn-EGFP, utilizado como control, 
permite la expresión simultánea en las células 
infectadas de las proteínas fluorescentes 
DsRED y EGFP. Ambos virus fueron 
generados por S. Gascón en un proyecto de la 
Dra. M. Díaz-Guerra en colaboración con los 
Drs. P. Scheiffele (Universidad de Columbia, 
Nueva York) y F. G. Scholl (Universidad de 
Sevilla) (Gascón, 2007). El plásmido 
pLenLox-Syn-HA-TrkB-Fl-Syn-EGFP fue 
generado por subclonaje en las dianas BamHI 
y NotI del vector lentiviral, de la secuencia 
codificante del receptor TrkB-Fl fusionada al 
epítopo HA, obtenida a partir del vector pRC-
CMV-HA-TrkB-Fl, cedido generosamente 
por el Profesor Y. A. Barde (Biozentrum. 
Basel, CH). El plásmido pLenLox-Syn-TrkB-
T1-Syn-EGFP fue generado por subclonaje en 
las dianas BamHI y XhoI del vector lentiviral, 
de la secuencia codificante de TrkB-T1 
obtenida a partir del vector pFRk42, cedido 
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generosamente por el Profesor M. Barbacid 
(CNIO. Madrid). Los virus recombinantes se 
produjeron por transfección en células 
HEK293T del vector lentiviral 
correspondiente y de los vectores de 
empaquetamiento pCAG-VSVG, plásmido 
codificante de la proteína de la cápsida viral 
VSVG (glicoproteína g del virus de la 
estomatitis vesicular), y el vector pCMV-
∆R8.91 que contiene los genes Gag/Pol, Tat y 
Rev del HIV-1. Los medios de cultivo 
conteniendo las partículas víricas, se 
recogieron a las 48h-60h después de la 
transfección acorde al protocolo establecido 
en (Lois et al., 2002), y se concentraron 
usando columnas de filtración para pesos 
moleculares de 100 kDa (Centricon Plus-20; 
Millipore). El título viral se determinó por 
infección de células PC12 con diluciones 
seriadas de las suspensiones víricas. La 
eficiencia de la transducción se determinó por 
medición en FACScan de la fluorescencia de 
la proteína EGFP expresada en los cultivos. 
Se definió la Unidad de Infección Relativa 
(U.I.R) como la cantidad mínima de solución 
vírica capaz de infectar el 100% de las células 
en los cultivos. 
 
3.5 Transfecciones e infecciones. 
 
Las células N2a-cerbA se transfectaron 
mediante el método clásico del fosfato cálcico 
(Maniatis et al., 1982). Transcurridas 16h, se 
cambió el medio por medio fresco y se añadió 
Fk 30µM o solvente (DMSO) durante 6h. A 
continuación se analizaron las actividades 
luciferasa, CAT, β-galactosidasa y Renilla 
mediante los procedimientos estándar. Los 
cultivos primarios de neuronas corticales, 
crecidas en placas de 24 pocillos a una 
densidad de 2,5x105 células/pocillo, fueron 
transfectadas tras 5DIV, mientras que los 
cultivos de astrocitos, crecidos en el mismo 
tipo de placa a una densidad de 1/40 corteza 
cerebral/pocillo, lo fueron a 7DIV. 
Transcurridas 48h desde la transfección con 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen), se 
analizaron las actividades CAT y β-
galactosidasa por procedimientos estándar, y 
las actividades luciferasa y Renilla empleando 
el kit “Dual-Glo Luciferase Assay System” 
(Promega). Los cultivos primarios de 
neuronas corticales se infectaron mediante la 
adición al medio de crecimiento de la 
suspensión viral, normalmente a 7DIV. Los 
tratamientos con NMDA y glicina, cuando se 
requirieron, se realizaron 7 días después de la 
infección. 
3.6 Ensayos de retardo en la movilidad 
electroforética (EMSA). 
 
3.6.1 Extractos proteicos nucleares. 
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Las células, una vez estimuladas, se 
recogieron en tampón PBS frío (4ºC) y 
posteriormente se centrifugaron a 4000g 
durante 3min a 4ºC. Los sedimentos se 
resuspendieron en tampón HypoB (Tris–HCl 
10mM pH 7.4, KCl 10mM, MgCl2 1.5mM, 
PMSF 0.5mM, DTT 1mM, y Na3VO4 1mM). 
Tras 10min de incubación en hielo, los 
núcleos se recogieron por centrifugación a 
12000g durante 3min a 4ºC. Se procedió a su 
lisis mediante resuspensión en 20µl de 
tampón LS a 4ºC (Tris–HCl 20 mM pH 7.4, 
glycerol 29%, MgCl2 1.5 mM, EDTA 0.2 
mM, KCl 0.7M, PMSF 0.5 mM, DTT 1 mM y 
Na3VO4 1 mM) e incubación en hielo durante 
30min. Los restos celulares se retiraron 
mediante centrifugación a 12000g durante 
30min a 4ºC. Los sobrenadantes, cuya 
concentración proteica fue determinada 
mediante el ensayo de BCA, fueron 
alicuotados y congelados a -80ºC hasta su 
utilización.  
 
3.6.2 Unión in vitro a DNA y análisis. 
 
Los oligonucleótidos complementarios de 
cadena sencilla se anillaron y marcaron en sus 
extremos con el enzima T4 Polinucleótido 
Kinasa en presencia de [32P-γ]-ATP (3000 
Ci/mmol). Las secuencias de los 
oligonucleótidos utilizados en los ensayos 
son: (E) 5´TGC ACT GCG TCA GCC CTC 
ACG TCA C3´, (M1) 5´TGC ACC GTA GTA 
GCC CTC ACG TCA C3´, (M2) 5´TGC ACT 
GCG TCA GCC CTA CTA GTA C3´, (M3) 
5´TGC ACC GTA GTA GCC CTA CTA 
GTA C3´. Los extractos nucleares (10µg de 
proteína /muestra) se añadieron a 4ºC al 
tampón de unión (glicerol 10%, MgCl2 5mM, 
KCl 100mM, HEPES 20mM pH 7.9, DTT 
5mM, Triton-X-100 0,1%, poli(dI-dC) 0,3 
mg/ml y 5µg de albúmina sérica bovina). La 
reacción de unión se inició añadiendo a las 
proteínas nucleares 2µl del tampón de unión 
conteniendo 5x104cpm de los oligonucleótidos 
marcados, manteniéndose durante 20min a 
temperatura ambiente. En su caso, los 
anticuerpos para los factores de transcripción 
o los oligonucleótidos de doble cadena sin 
marcar, fueron añadidos al tampón de unión 
30min antes de la adición de los extractos 
proteicos y de los oligonucleótidos marcados. 
Los anticuerpos utilizados fueron: anti-CREB 
(New England Biolabs), anti-ATF-1 y anti-
p53 (Santa Cruz Biotechnology). Las 
interacciones se analizaron en geles de 
acrilamida al 6% en tampón TBS. Después de 
la electroforesis, los geles se secaron y 
expusieron a películas de Rayos-X empleando 
pantallas intensificadoras.  
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El ensayo de MTT se basa en la capacidad de 
las enzimas deshidrogenasas presentes en la 
mitocondria de reducir la sal de tetrazolio 
MTT, soluble en agua, para generar una sal de 
formazano insoluble en agua. Puesto que las 
sales formadas tienen la capacidad de 
absorber luz a una longitud de onda de 
570nm, es posible determinar su cantidad por 
procedimientos colorimétricos, y determinar 
así la viabilidad del cultivo celular. Para ello, 
añadimos 0.5mg/ml de MTT al medio de 
cultivo tras la estimulación y transcurridas 2h 
se procedió a la solubilización del compuesto 
de formazano con DMSO para ser 
cuantificado espectrofotométricamente a 
570nm. Puesto que los cultivos primarios 
utilizados presentan tanto neuronas como 
células de la glia, se estableció la contribución 
a la viabilidad de las células no neuronales 
exponiendo cultivos paralelos a 400µM de 
NMDA durante 24h, lo que inducía la muerte 
de todas las neuronas pero no de las células de 
la glia (Choi et al., 1988). El valor obtenido 
fue entonces sustraido de todas las medidas 
realizadas. El ensayo del enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) permite cuantificar 
colorimétricamente la lisis celular, al medir la 
actividad de este enzima que se libera al 
medio de cultivo desde las células que han 
perdido la integridad de la membrana 
plasmática. Su actividad se determina por una 
reacción enzimática acoplada, donde la sal de 
tetrazolio INT es reducida a la sal de 
formazano insoluble en agua. Los ensayos de 
medición de la actividad LDH se realizaron 
empleando el kit “Cytotoxicity Detection Kit –
LDH” (Roche) acorde a las instrucciones del 
fabricante. 
 
3.8 Estudios in vivo. 
 
3.8.1 Modelo animal de isquemia cerebral 
focal. 
 
Para la realización de este estudio se 
utilizaron ratas macho adultas Sprague-
Dawley (250g-325g), criadas en el animalario 
del Hospital Universitario La Paz, con nº de 
registro 280790001941. Todos los animales y 
procedimientos realizados cumplieron la 
legislación vigente (R.D. 1201/2005 de 10 de 
Octubre; Directiva de 86/609/CEE de la 
Comisión Europea). Los experimentos fueron 
aprobados por la Comisión de Bioética del 
CSIC. El modelo de isquemia cerebral focal 
utilizado y las inmunohistoquímicas los 
realizó la Dra. M. Sobrado gracias a una 
estrecha colaboración establecida con la 
Unidad de Investigación Cerebrovascular del 
Hospital Universitario La Paz, dirigida por el 
Dr. J. M. Roda. Las ratas se anestesiaron por 
inyección intraperitoneal con una solución de 
diazepam (5mg/Kg), hidrocloruro de ketamina 
(Ketolar, 62.5mg/Kg) y atropina 
(0.25mg/Kg). La arteria femoral se canuló con 
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un catéter de polietileno (SILASTIC©, 
Medical Grade Tubing, Down Corning) para 
la monitorización continua de la presión 
sanguínea arterial (monitor de constantes 
Schiller type CM8), y la toma de muestras de 
sangre para el análisis de gases, pH y glucosa 
(Arkray). Las medidas de estos parámetros se 
realizaron antes de la oclusión, 15min después 
de ella y a los 10min de iniciada la 
reperfusión. Durante la cirugía, y hasta la 
recuperación de la anestesia, la temperatura 
corporal se mantuvo a 36±0.5ºC usando una 
plataforma servocontrolada emisora de calor 
sobre la que se colocó al animal y una sonda 
de temperatura rectal (Termorregulador 
Cibertec RTC-1). Se midió la temperatura 
cerebral con un sensor de temperatura 
colocado bajo el músculo temporal y sobre la 
región de la arteria cerebral media (ACM). 
Ésta se mantuvo a 36±0.5ºC por medio de una 
lámpara situada sobre la cabeza. El 
procedimiento quirúrgico fue una variante del 
descrito por (Chen et al., 1986) y (Liu et al., 
1989). Se realizó una pequeña craniectomía a 
nivel del tronco de la ACM derecha y sobre la 
fisura rinal. La ACM se ligó transitoriamente, 
a nivel del tronco de ésta justo antes de su 
bifurcación en las ramas frontal y parietal, con 
una sutura monofilamento de 9/0 (Nylon, 
S&T). Entonces, se ocluyeron también ambas 
arterias carótidas comunes mediante la 
ligadura con una seda de 6/0 (Mersilk, 
Ethicon), y las tres arterias se mantuvieron 
ocluidas durante 60min. A continuación, se 
procedió a la liberación de las tres suturas 
para permitir la reperfusión sanguínea durante 
6h y 24h después de la oclusión. La 
interrupción por completo del flujo sanguíneo 
a través de la ACM y la posterior 
recirculación del vaso se confirmó bajo el 
microscopio quirúrgico (Wild M650). 
 
3.8.2 Ensayos de Inmunohistoquímica. 
 
Terminado el período de reperfusión 
correspondiente (6h y 24h), las ratas se 
perfundieron por vía intracardíaca con una 
solución de paraformaldehido al 4% (p/v) en 
tampón PBS a 4ºC. A continuación, se 
extrajeron los cerebros y se mantuvieron en la 
misma solución de fijación a 4ºC durante 24h. 
Los cerebros se sumergieron entonces durante 
al menos 6h en concentraciones crecientes de 
sacarosa (10%, 15%, y 20%) preparada en 
PBS antes de su criocongelación. Para los 
ensayos de inmunohistoquímica, se 
prepararon secciones coronales de 30µm de 
grosor en un criostato (Leica, Heidelberg, 
Alemania). Las secciones obtenidas se 
permeabilizaron y bloquearon con 10% (v/v) 
de suero de oveja y 0.4% (v/v) de Triton X-
100 en TBS, durante 3h a temperatura 
ambiente. Los anticuerpos se diluyeron en 
TBS con 4 % (v/v) de suero de oveja y 0.2% 
(v/v) de Triton X-100. Las secciones se 
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incubaron con los anticuerpos primarios anti-
TrkB-T1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) 
y anti-GFAP (1:200) (Cell Signaling), toda la 
noche a 4ºC. Después de varios lavados, 
incubamos las secciones durante 2h con los 
anticuerpos secundarios correspondientes 
conjugados con Alexa Fluor 568 o Alexa 
Fluor 594 (Molecular Probes. Invitrogen), 
todos ellos diluidos 1:200. Finalmente, las 
secciones se tiñeron durante 30min con To-
PRO3 2µM (Molecular Probes. Invitrogen) y 
se montaron con solución Fluoromount-G 
(SouthernBiotech), para su posterior análisis 
utilizando un microscopio confocal Radiance 
2000 (Bio-Rad) acoplado a un microscopio 
invertido Axiovert S100 TV (Zeiss) y a un 
objetivo de inmersión Plan-Apochromat de 40 
aumentos. Como controles negativos de la 
reacción inmunohistoquímica, algunas 
muestras se procesaron simultáneamente y se 
incubaron sin el anticuerpo primario. 
Secciones adyacentes se tiñeron con violeta 
de cresilo para identificar el área cortical 
dañada. 
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4.1. Estudio de la regulación de la expresión 
del receptor de neurotrofinas TrkB en 
cultivos primarios de astrocitos corticales. 
 
Los astrocitos son una población de células 
nerviosas de gran relevancia en la fisiología 
cerebral, tanto en condiciones normales como 
patológicas. Este tipo celular incrementa la 
expresión del receptor de neurotrofinas TrkB 
en diferentes situaciones patológicas 
(Condorelli et al., 1994) (Belluardo et al., 
1995), por ello decidimos estudiar la 
regulación de la expresión de TrkB mediante 
estímulos que asemejan situaciones de 
reactividad glial como son el aumento 
citoplásmico de los niveles de AMPc y Ca2+. 
 
4.1.1 La activación de la ruta 
AMPc/PKA/CREB aumenta la expresión de 
TrkB-T1 en cultivos primarios de astrocitos 
corticales. 
 
El incremento de los niveles intracelulares de 
AMPc es capaz de promover una 
trasnformación morfológica en los astrocitos y 
un aumento de la expresión de la proteína 
GFAP (glial fibrilary acid protein). Estas 
modificaciones son interpretadas como signos 
de diferenciación o reacciones a situaciones 
patológicas similares a las que tienen lugar in 
vivo durante la gliosis reactiva (Condorelli et 
al., 1994). La presencia de dos elementos 
putativos CRE (cAMP/Ca2+ response 
elements) en la región promotora del gen trkB 
(Barettino et al., 1999), nos llevó a analizar la 
posible regulación de la expresión de dicho 
gen de manera dependiente de AMPc. 
 
4.1.1.1 Forskolina incrementa la expresión 
de TrkB-T1 a nivel de proteína y ARNm. 
 
En primer lugar, analizamos el efecto que 
producía en cultivos primarios de astrocitos 
corticales el tratamiento con la droga 
Forskolina (Fk) durante diferentes periodos de 
tiempo. Este compuesto permite la activación 
específica de las enzimas adenilato ciclasas 
(AC), implicadas en la transformación del 
ATP a AMPc (Insel and Ostrom, 2003). Por 
microscopía de contraste de fase (Fig. 8 panel 
superior) pudimos comprobar como la Fk 
producía un cambio morfológico después de 
1h de tratamiento, el cuál ya no era tan 
apreciable a las 24h. Por ensayos de 
immunocitoquímica empleando un anticuerpo 
primario capaz de detectar todas las isoformas 
del receptor TrkB (anti-pan-TrkB), 
observamos que tras 24h de tratamiento se 
producía un aumento de la 
immunofluorescencia específica para este 
receptor (Fig. 8, panel medio). Los niveles de 
otras proteínas como β-actina no se vieron 
afectados por el tratamiento (Fig. 8, panel 
inferior). Para determinar qué isoforma, o 
isoformas, eran las que aumentaban por el 
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Figura 8. La estimulación de astrocitos primarios con Fk promueve un cambio morfológico y un aumento de la 
fluorescencia de TrkB. (a) Cultivos primarios de astrocitos fueron incubados con Fk (30µM) los tiempos indicados. Las 
imágenes de microscopía óptica de contraste de fase (M.C.F) muestran el cambio morfológico que sufren los cultivos a lo largo 
del tratamiento. (b) Astrocitos tratados con Fk como anteriormente fueron analizados por immunocitoquímica, usando un 
anticuerpo anti-pan-TrkB (verde) y un anticuerpo anti-β-actina (rojo). Las imágenes de microscopía de fluorescencia muestran un 
aumento significativo de la immunofluorescencia  de TrkB a las 24h de estimulación con Fk. La barra de escala representa  30µM. ratamiento con Fk, realizamos ensayos de 
mmunodetección en filtro (Western Blot; WB) 
on el anticuerpo anti-pan-TrkB. Mediante 
stos ensayos observamos una sola proteína de 
n peso molecular de 95kDa, correspondiente 
 la isoforma truncada de TrkB (TrkB-T), 
uya immunoreactividad  aumentaba con el 
iempo de tratamiento con Fk (Fig. 9). 
ediante ensayos de PCR cuantitativa en 
iempo real (qRT-PCR) utilizando 
ligonucleótidos específicos para la secuencia 
el ARNm de TrkB-T1 y de TrkB-Fl, 
decidimos comprobrar si el aumento en los 
niveles de esta proteína era consecuencia de 
un incremento de la cantidad del número de 
tránscritos. Mientras que no detectamos 
tránscritos para TrkB-Fl en ninguna de las 
condiciones analizadas, sí observamos un 
aumento de los niveles de ARNm de TrkB-T1 
de hasta 2 veces tras 8h de tratamiento con Fk 
y de hasta 3 veces después de 48h (Fig. 10). El 
pretratamiento durante 1h con Actinomicina D 
(ActD), inhibidor de la transcripción 
dependiente de la ARNpol II, resultó en la 
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Figura 10. Aumento específico de los tránscritos de 
TrkB-T1. Se sintetizó ADNc a partir de ARN total (2µg)  
 
Figura 9. Fk induce un aumento en los niveles de la 
proteína TrkB-T. Lisados totales procedentes de 
astrocitos corticales estimulados con Fk (30µM) durante 
8h, 16h, 24h y 48h, fueron analizados por WB, usando 
anticuerpos anti-pan-TrkB. Sólo se detectó una banda de 
95 kDa correspondiente a la isoforma TrkB-T1 (*). 
Utilizamos un anticuerpo anti-β-actina como control de la 
especificidad del proceso. nhibición del aumento del número de 
ránscritos de TrkB-T1 que tenía lugar 
espués de 8h de estimulación con Fk (Fig. 
1). Estos resultados nos permitieron concluir 
ue los astrocitos incrementan la expresión de 
rkB-T1, tanto a nivel de ARNm como de 
roteína, por tratamiento con Fk por un 
ecanismo que supone la regulación de la 
ranscripción del gen, puesto que es inhibido 
or el tratamiento con ActD. 
.1.1.2 Forskolina incrementa los niveles de 
osforilación del factor de transcripción 
REB. 
ado que el tratamiento con Fk induce la 
ranscripción de trkB en astrocitos corticales, 
ecidimos estudiar los mecanismos 
oleculares que podrían estar controlando 
sta regulación dependiente del aumento de 
os niveles intracelulares de AMPc. Por ello 
centramos nuestro estudio en el factor de 
transcripción CREB, cuya activación depende 
del aumento intracelular de los niveles tanto 
de AMPc como de Ca2+. Mediante ensayos de 
immunocitoquímica usando un anticuerpo 
capaz de reconocer de manera específica la 
forma fosforilada activa del factor de 
transcripción CREB (P-CREB), comprobamos 
que astrocitos estimulados durante 30min con 
Fk presentaban un aumento de fluorescencia 
para P-CREB. Sin embargo, y después de 2h 
procedente de astrocitos corticales tratados con Fk 
(30µM) durante diferentes tiempos (entre 0h y 48h). Se 
cuantificaron los niveles de ARNm para TrkB-T1 y TrkB-
Fl mediante qRT-PCR empleando oligonucleótidos 
específicos para cada tránscrito. Para la normalización de 
los resultados, se usaron los niveles de ARNm de 
GAPDH, utilizados como control interno. Los resultados 
muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y no tratadas 
se determinó mediante la prueba t de Student (*p<0.05, 
**p<0.01). 
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Como indicamos anteriormente, el análisis 
informático de la región 5' del gen trkB reveló 
la presencia de dos elementos putativos CRE 
(trkB-CREs) localizados entre las posiciones  
-920 y -900 del gen trkB (Barettino et al., 
1999), espaciados entre sí por cuatro 
nucleótidos (gct CTG CGT Cag ccc TCA 
CGT CAc tt). Para determinar la presencia de 
proteínas nucleares capaces de unirse a dichos 
elementos, realizamos ensayos de retardo en la 
movilidad electroforética (EMSA). Para ello 
utilizamos un oligonucleótido, marcado 
radiactivamente con 32P, que contenía los 
elementos trkB-CREs y extractos nucleares 
procedentes de astrocitos tratados 4h con Fk. 
En los extractos proteicos procedentes de 
cultivos tratados con Fk (Fig. 14a),          
 
Figura 11. Regulación transcripcional de trkB por Fk. 
Cultivos primarios de astrocitos fueron pretratados 1h con 
Actinomicina D (ActD; 2.5µM) antes de ser estimulados 
8h con Fk (30µM) o vehículo (DMSO). Los niveles de 
ARNm de TrkB-T1 fueron cuantificados por qRT-PCR.  
Los resultados muestran la media ± D.E de tres 
experimentos independientes. Los datos se presentan 
como valores relativos respecto a las células sin tratar. La 
diferencia estadística entre los datos de células tratadas y 
control se determinó mediante la prueba t de Student 
(*p<0.05, **p<0.01). e tratamiento (Fig. 12), los niveles de 
luorescencia eran similares a los basales. 
eterminamos por ensayos de WB (Fig. 13) 
ue la adición de Fk produce una rápida 
ctivación de CREB, alcanzando un máximo 
e fosforilación de hasta 3 veces tras 10min de 
ratamiento, y recuperándose de nuevo los 
iveles basales de fosforilación transcurrida 
h. 
.1.1.3 Forskolina induce la interacción del 
actor de transcripción CREB con los 
lementos CRE presentes en la región 
romotora P2 del gen trkB. 
observamos un aumento en los complejos con 
32P-trkB-CREs respecto a los presentes en 
células sin tratar. La unión de las proteínas 
nucleares al oligonucleótido marcado era 
específica, ya que dichos complejos 
desaparecían al añadir un exceso del mismo 
oligonucleótido sin marcar, pero no cuando el 
competidor contenía secuencias no 
relacionadas (Fig. 14a). Para determinar si 
CREB formaba parte del complejo, incubamos 
éstos con anticuerpos anti-CREB, o con 
anticuerpos contra el factor ATF-1, 
perteneciente a la familia de CREB, o la 
proteína nuclear p53 (Fig. 14b). La presencia 
del anticuerpo anti-CREB hizo disminuir los 
niveles de los complejos con 32P-trkB-CREs 
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Figura 12. Aumento de los niveles de P-CREB en el núcleo por estimulación con Fk. Cultivos de astrocitos tratados con Fk 
(30µM) durante 30min y 120min fueron fijados y analizados por immunocitoquímica con un anticuerpo específico para la forma 
activada fosforilada de CREB (P-Ser133-CREB; verde). Los nucleos se detectaron por tinción con DAPI (azul). En las imágenes 
de microscopía óptica de fluorescencia la barra de escala representa 30µM. ara dar lugar a otros de mayor tamaño 
olecular. Sin embargo, este hecho no se 
rodujo en presencia de los otros dos 
nticuerpos (Fig. 14b), indicando que el efecto 
el anticuerpo anti-CREB era específico y 
eflejando la presencia de este factor de 
ranscripción en el complejo con 32P-trkB-
REs. Estos resultados indican que CREB 
orma parte del complejo proteico que 
nteracciona con los elementos trkB-CREs y 
ue esta proteína, u otra relacionada, podría 
er un mediador en la trasncripción de trkB en 
espuesta a un aumento de AMPc en 
strocitos. 
.1.1.4 PKA/CREB median la activación del 
romotor P2 de trkB por Forskolina. 
Dado que el tratamiento con Fk inducía la 
activación del factor de transcripción CREB y 
su unión a los elementos trkB-CREs, 
decidimos estudiar si estos elementos estaban 
implicados en la activación de la transcripción 
de trkB dependiente de Fk. Para ello, 
realizamos transfecciones transitorias 
utilizando plásmidos reporteros en los que 
secuencias del promotor de trkB regulan la 
expresión de la Luciferasa. El vector -1600P2-
Luc, contiene la región desde -1600 a -320 del 
gen trkB que incluye los elementos trkB-CREs 
y el promotor P2, mientras que en el plásmido 
-1600∆CREsP2-Luc, los dos elementos trkB-
CREs fueron deleccionados. Además, 
cotransfectamos los cultivos de astrocitos con 
el plásmido pRL-SV40, que contiene el 
promotor del virus SV40 seguido de la 
secuencia codificante del gen luciferasa de la 
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Renilla. Utilizamos la actividad luciferasa de 
Renilla como control de transfección y en la 
normalización de los resultados, dado que su 
expresión no se modificaba por el tratamiento 
con Fk. Al tratar 8h con Fk los astrocitos 
transfectados con el vector -1600-P2-Luc, 
observamos un aumento de hasta 3 veces en la 
actividad luciferasa en comparación con las 
células sin tratar. No observamos dicho efecto 
cuando los cultivos tratados habían sido 
transfectados con el vector -1600∆CREsP2-
Luc (Fig. 15), indicando que los elementos 
trkB-CREs son requeridos para la activación 
del promotor de trkB dependiente de Fk. 
Como la señal que produce el aumento del 
segundo mensajero AMPc es transducida 
mediante la activación de la proteína kinasa A 
(PKA) (Insel and Ostrom, 2003); (Nichols et 
al., 1992), decidimos estudiar si dicha proteína 
pudiera estar controlando la regulación del 
promotor P2. Para ello realizamos 
cotransfecciones con un vector de expresión 
de una forma constitutivamente activada de la 
subunidad catalítica de PKA y el vector -
1600-P2-Luc. En dichos ensayos observamos 
un aumento de la actividad luciferasa de hasta 
4 veces, mientras  que la expresión de un 
mutante inactivo de PKA (mPKA) (Howard et 
al., 1991) no tenía ningún efecto (Fig. 16a). 
Además el vector -1600∆CREs-P2-Luc fue 
incapaz de responder a la expresión de PKA. 
Para confirmar que la regulación del promotor 
P2 por Fk estaba mediada por la activación de 
PKA, expresamos el inhibidor de PKA (PKI) 
(Day et al., 1989). Los astrocitos 
cotransfectados con el vector de expresión de 
PKI y el vector -1600-P2-Luc no mostraron 
aumento de la actividad luciferasa al ser 
tratados con Fk (Fig. 16b), pero sí al ser 
transfectados con un mutante inactivo de PKI 
(mPKI) (Fig. 16b). Finalmente y corroborando 
que la activación del promotor de trkB es 
 
 
Figura 13. Fosforilación transitoria de CREB 
dependiente de Fk. Cultivos de astrocitos tratados con Fk 
(30µM) durante diferentes periodos de tiempo (entre 0min 
y 60min),  analizados por WB usando un anticuerpo que 
reconoce CREB, o la forma fosforilada activa de CREB 
(P-CREB). Los niveles totales de CREB y de P-CREB 
tras el tratamiento con Fk se determinaron mediante el 
programa de análisis NIH Image. Los niveles de P-CREB 
se normalizaron con los niveles totales de CREB. Los 
resultados muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y control se 
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debida a CREB, cotransfectamos con un 
dominante negativo de CREB, K-CREB. Éste 
presenta una mutación en el dominio de unión 
a DNA que impide la asociación del factor 
endógeno a los elementos CRE al formarse los 
heterodímeros KCREB:CREB (Walton et al., 
1992). La expresión de K-CREB, impidió el 
aumento de la actividad luciferasa en los 
cultivos de astrocitos transfectados con el 
reportero -1600-P2-Luc y tratados con Fk 
(Fig. 16b). De manera conjunta, estos datos 
indican que en astrocitos corticales el 
tratamiento con Fk regula la activación del 
promotor P2 del gen trkB a través de la ruta de 
señalización PKA/CREB.  
               
 
Figura 14. Creb está presente en los complejos proteicos que se unen a los elementos trkB-CREs. (a) EMSA usando un 
oligonucleótido de 25pb marcado con 32P que contiene los elementos trkB-CREs y extractos nucleares de astrocitos estimulados 
con DMSO (0) ó Fk (30µM) durante 4h (4). Los oligonucleótidos competidores no marcados contenían los elementos trkB-CREs 
(E), o una secuencia no relacionada (NE). La concentración molar de los competidores era 100 veces la de la sonda específica 
marcada. (b) Los extractos nucleares de astrocitos tratados 4h con Fk (30µM) fueron incubados con anticuerpos anti-CREB, anti-
ATF-1 o anti-p53 y después analizados por EMSA. Los competidores E y NE se utilizaron como anteriormente. La flecha indica 
los complejos específicos, mientras que el asterisco señala los complejos de menor movilidad electroforética generados por el 
anticuerpo anti-CREB. Los complejos de retardo no específicos se indican por “cne” y la sonda libre presente en el frente del gel 
por “sl”. 
 
4.1.2 La activación de receptores purinérgicos 
induce la expresión de TrkB-T1 en cultivos 
primarios de astrocitos corticales por 
activación de la ruta Ca2+/CaMK/CREB. 
 
El factor de transcripción CREB es activado 
por diversos estímulos, como el aumento de 
AMPc, y el aumento de los niveles 
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intracelulares de Ca2+ (Johannessen et al., 
2004). En astrocitos, uno de los principales 
mecanismos por los que se produce un 
incremento del Ca2+ intracelular como 
respuesta a estímulos externos es el que 
depende de la activación de los receptores 
purinérgicos P2 por ATP. Altas 
concentraciones de ATP (1mM a 10mM) 
inducen la activación específica de los 
receptores P2X ionotrópicos, pero no de los 
 
 
Figura 15. Los elementos trkB-CREs son necesarios 
para la transactivación del promotor P2 dependiente 
de Fk. Astrocitos cotransfectados con los vectores 
reporteros -1600P2-Luc (-1600P2) y pRL-SV40 fueron 
estimulados 8h con el solvente (-) o con Fk (30µM). 
Posteriormente, se determinó la actividad luciferasa y 
Renilla de los cultivos. Cultivos paralelos fueron 
cotransfectados con la construcción -1600∆CREsP2-Luc 
(-1600∆CREsP2), en la cuál se deleccionaron los 
elementos trkB-CREs, y el reportero pRL-SV40. Los 
resultados muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 




Figura 16. La activación del P2 por Fk requiere la 
activación de PKA y CREB. (a) Cultivos de astrocitos 
fueron cotransfectados con los vectores reportero -
1600P2-Luc o -1600∆CREs-P2-Luc, y un vector de 
expresión de la forma constitutivamente activada de PKA 
(PKA) o un mutante inactivo (mPKA), además del vector 
reportero pRL-SV40. (b) Astrocitos corticales se 
cotransfectaron con el vector reportero -1600P2-Luc, el 
vector pRL-SV40, y el vector de expresión del inhibidor 
de PKA (PKI), o un mutante inactivo de PKI (mPKI), o 
un vector de expresión del dominante negativo de CREB 
(KCREB). Los cultivos fueron estimulados 8h con Fk 
(30µM). Los valores de todos los paneles corresponden a 
la media de la actividad luciferasa normalizada con la 
actividad Renilla. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. Los resultados 
muestran la media ± D.E de más de cuatro experimentos 
independientes. La diferencia estadística entre los datos 
de células tratadas y las control se determinó mediante la 
prueba t de Student (**p<0.01, ***p<0.001). 
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receptores P2Y metabotrópicos, que movilizan 
el Ca2+ intracelular almacenado en el 
citoplasma (Centemeri et al., 1997); (Cornell-
Bell and Finkbeiner, 1991); (James and Butt, 
2002); (Pascual et al., 2005). El hecho de que 
el incremento de la concentración intracelular 
de Ca2+ permita la activación de diferentes 
cascadas de señalización que conducen a la 
regulación de varios factores de transcripción, 
nos indujo a estudiar si en nuestros cultivos la 
aplicación de ATP a altas concentraciones 
pudiera estar regulando la activación del factor 
de transcripción CREB y la expresión de 
TrkB. 
    
 
Figura 17. ATP induce la fosforilación de CREB en la 
Ser133. Análisis por WB de lisados totales provenientes 
de astrocitos tratados con ATP (entre 0min y 60min), 
empleando anticuerpos anti-CREB, y anti P-CREB (P-
Ser-133-CREB). Los niveles de P-CREB se normalizaron 
a los obtenidos para CREB. El análisis densitométrico se 
realizó con el programa NIH Image. Los resultados 
muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 
se determinó mediante la prueba t de Student (*p<0.05, 
**p<0.01). 
 
4.1.2.1 ATP estimula la fosforilación de CREB 
en astrocitos. 
 
Cuando analizamos por WB los niveles de P-
CREB (P-Ser133) en astrocitos tratados con 
ATP (1mM) (Fig. 17) observamos que, 
después de 10min de estimulación, se 
producía un aumento de hasta 3 veces en los 
niveles de la forma fosforilada de CREB, 
manteniéndose éstos después de 20min de 
tratamiento y comenzando a decaer a los 
40min. Tras 1h de estimulación con ATP, el 
aumento en los niveles de P-CREB sobre los 
niveles basales no era significativa, indicando 
que la activación de CREB por ATP es 
transitoria.  
 
4.1.2.2 ATP incrementa la expresión de TrkB-
T1 a nivel de proteína y ARNm. 
 
Como observamos que la expresión de TrkB 
podía ser regulada por CREB a través del 
aumento de los niveles intracelulares de 
AMPc, y dado que este factor es fosforilado 
por un mecanismo dependiente de altas 
concentraciones de ATP (1mM) en cultivos 
primarios de astrocitos, decidimos comprobar 
si este estímulo era capaz de regular 
igualmente la expresión de TrkB en este tipo 
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celular. Cuando analizamos mediante WB 
extractos proteicos obtenidos de astrocitos 
tratados con ATP con los anticuerpos anti-
pan-TrkB (Fig. 18), observamos que la 
isoforma truncada de TrkB aumentaba con el 
tiempo de tratamiento. Al analizar por qRT-
PCR los distintos tránscritos de TrkB (Fig. 
19a), observamos un aumento de alrededor de 
3 veces en los niveles de ARNm de trkB-T1 
después de 8h de estimulación con ATP, y de 
hasta 4.5 veces transcurridas 48h. Además, y 
como cabría esperar, el pretratamiento con 
ActD durante 1h (Fig. 19b) impidió el 
aumento de los tránscritos de TrkB-T1 
inducido por 8h de tratamiento con ATP. 
Estos datos indican una regulación 
transcripcional del gen trkB dependiente de la 
estimulación de astrocitos con ATP.  
 
4.1.2.3 La ruta de señalización Ca2+/CaMK 
media la activación del promotor P2 de trkB 
de manera dependiente de ATP. 
 
 
Figura 18. Aumento de los niveles de la proteína 
TrkB-T1 por tratamiento con ATP. Lisados de 
astrocitos estimulados con ATP (1mM) diferentes 
periodos de tiempo (0h a 48h) analizados por WB con un 
aticuerpo anti-pan-TrkB. Únicamente se detectó 
inmunoreactividad correspondiente a la isoforma truncada 
de TrkB (*) a una altura de 95 kDa. Utilizamos como 




Dado que el ATP (1mM) es capaz de inducir 
la fosforilación de CREB y el aumento de la 
expresión de TrkB en los cultivos primarios de 
astrocitos, decidimos estudiar si, también en 
este caso, son necesarios los elementos CREs 
que dirigen la activación del promotor P2 de 
trkB por estimulación con Fk. Para ello, 
realizamos experimentos de transfección 
transitoria en los cultivos primarios de 
astrocitos corticales con los plásmidos 
reporteros -1600P2-Luc o -1600∆CREsP2-
Luc. Al analizar la actividad luciferasa, 
observamos un aumento de más de 2 veces 
respecto a los niveles basales en aquellos 
astrocitos transfectados con el reportero -
1600P2-Luc y estimulados 8h con ATP, pero 
no al utilizar el plásmido en el cuál los 
elementos trkB-CREs se deleccionaron (Fig. 
20). Este resultado demuestra que los 
elementos trkB-CREs son necesarios para la 
regulación de trkB de manera dependiente de 
ATP. El pretratamiento con el agente quelante 
de Ca2+ EGTA, o con el inhibidor de las 
proteínas CaMKs KN93, impidió el aumento 
de la actividad luciferasa inducido por ATP en 
los astrocitos transfectados con el vector -
1600P2-Luc (Fig. 20). Este resultado indica 
que tanto la entrada de Ca2+ al citoplasma 
celular como la activación de los enzimas 
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CaMK son necesarios para aumentar la 
actividad transcripcional del vector reportero. 
La estimulación con ATP no aumentó la 
actividad luciferasa cuando cotransfectamos el 
vector -1600P2-Luc junto con el dominante 
negativo KCREB, apoyando la conclusión de 
que es necesaria la unión de CREB al 
promotor P2 para que se produzca la 
activación de la transcripción dependiente de 
ATP (Fig. 21). Finalmente, para determinar 
cuál de las CaMK estaba implicada en la 
regulación del promotor P2 en astrocitos, 
cotransfectamos el vector -1600P2-Luc con un 
     
 
Figura 19. Incremento de la transcripción de trkB por 
tratamiento con ATP. (a) Mediante ensayos de qRT-
PCR se determinaron los niveles de ARNm 
correspondientes a TrkB-T1 y TrkB-Fl en astrocitos 
tratados con ATP durante diferentes periodos de tiempo 
(0h a 48h). Los valores obtenidos fueron normalizados 
respecto a los obtenidos para GAPDH. (b) Análisis por 
qRT-PCR de los niveles de ARNm correspondientes a 
TrkB-T1 y TrkB-Fl en astrocitos pretratados 1h con ActD 
y 8h con ATP (1mM). Los niveles de TrkB-T1 se 
normalizaron con los de GAPDH. Los resultados 
muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 





Figura 20. ATP media la activación del promotor P2 
de trkB de manera dependiente de Ca2+ y CaMKs. 
Astrocitos cotransfectados con los vectores reporteros -
1600P2-Luc y pRL-SV40 fueron. pretratados o no durante 
1h con el quelante de Ca2+, EGTA, o el inhibidor de 
CaMKs, KN93. A continuación fueron estimulados 
durante 8h con ATP (1mM), tras lo cual se determinó la 
actividad luciferasa. Cultivos paralelos fueron 
cotransfectados con las construcciones -1600∆CREs-P2-
Luc y pRL-SV40 y estimulados de la misma manera con 
ATP (1mM). Los resultados muestran la media ± D.E de 
tres experimentos independientes. Los datos se presentan 
como valores relativos respecto a las células sin tratar. La 
diferencia estadística entre los datos de células tratadas y 
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vector de expresión para las formas 
constitutivamente activas de cada una de ellas 
(CaMKI, CaMKII o CaMKIV) (Maurer, 
1989); (Sun et al., 1994) (Fig. 22). 
Observamos que la CaMKIV, con una 
inducción de la actividad luciferasa de hasta 5 
veces en comparación con el control, era la 
más potente. La siguen la CaMKI, capaz de 
incrementar la actividad luciferasa hasta 3 
veces, y la CaMKII, que sólo lo hacía 2 veces. 
Ninguna de las CaMKs fue capaz de producir 
aumento de la actividad luciferasa al ser 
cotransfectada con el vector reportero -
1600∆CREs-P2-Luc, lo que demostraba que 
dicha activación se realiza a través de los 
elementos trkB-CREs (Fig. 22). Estos 
resultados nos llevaron a concluir que la 
entrada de Ca2+ por activación de receptores 
purinérgicos permitía la activación del 




Figura 22. Diferencias en la activación del promotor 
P2 de trkB por proteínas CaMK. Cultivos primarios de 
astrocitos fueron transfectados con vectores de expresión 
de las formas constitutivamente activas de la CaMKI, 
CaMKII o CaMKIV, junto con el reportero -1600P2-Luc 
o el mutante de delección -1600∆CREs-P2-Luc, y el 
vector pRL-SV40. Los resultados muestran las medias de 
la actividad luciferasa relativa ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 
se determinó mediante la prueba t de Student (*p<0.05, 
**p<0.01). 
 
             
 
Figura 21. CREB participa en la activación de la 
transcripción de trkB dependiente de ATP. Cultivos 
primarios de astrocitos fueron cotransfectados con el 
vector de expresión del dominante negativo de CREB, 
KCREB, el vector reportero -1600P2-Luc, y el vector 
pRL-SV40 como control interno. Dos días después de la 
transfección las células se estimularon 8h con ATP 
(1mM), y posteriormente se determinaron las actividades 
luciferasa y Renilla. Cada valor representa la media de la 
actividad luciferasa relativa ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 
se determinó mediante la prueba t de Student (**p<0.01). 
 
 
4.1.3 Contribución de cada elemento CRE a la 
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El vector reportero -1600P2-Luc utilizado en 
los experimentos de transfección transitoria 
anteriores contenía dos elementos CREs. En 
dichos experimentos no analizamos la 
contribución de cada uno de ellos a la  
activación del promotor P2 de trkB por 
activación dependiente de PKA o de CaMKs, 
y por tanto diseñamos experimentos para 
caracterizar si ambos elementos eran 
necesarios, o si cada uno de ellos podía activar 
el promotor de manera independiente. 
Generamos una serie de plásmidos en los 
cuales cada uno de los elementos CRE, o 
ambos, fueron mutados. Estos 
oligonucleótidos fueron clonados dirigiendo el 
promotor de la timidina kinasa (TK) del virus 
del herpes simplex en el vector reportero pTK-
Luc (Fig. 23a). La cotransfección de estos 
plásmidos reporteros con los vectores de 
expresión de las formas constitutivamente 
activas de PKA y CaMKIV, nos permitió 
analizar la respuesta que producía la 
activación de CREB por estas proteínas en los 
cultivos de astrocitos. La mutación del primer 
elemento CRE (M1) redujo la actividad 
luciferasa de astrocitos cotransfectados con el 
vector de expresión de PKA o CaMKIV, en 
comparación con el vector que contenía ambos 
elementos sin mutar (Fig. 23b). Cuando 
mutamos el segundo elemento CRE (M2) la 
actividad luciferasa en respuesta a PKA se 
redujo a los niveles basales, pero sin embargo 







Figura 23 .Contribución de los elementos trkB-CREs a 
la activación dependiente de PKA y CaMKIV. (a) 
Secuencia del oligonucleótido clonado en el vector 
reportero pTK-Luc conteniendo los elementos trkB-CREs 
(E). Se muestra la secuencia del oligonucleótido con la 
mutación en el primer elemento CRE (M1), en el segundo 
(M2), o en ambos elementos (M3). (b) Astrocitos 
corticales fueron cotransfectados con el vector reportero 
pTK-Luc (TK) o el mismo vector conteniendo el 
oligonucleótido E, M1, M2 o M3, junto con el vector de 
expresión de la forma constitutivamente activa de PKA o 
de CaMKIV, además de con el vector reportero pRL-
SV40. Los valores representan la media de la actividad 
luciferasa relativa ± D.E de tres experimentos 
independientes. Los datos se presentan como valores 
relativos respecto a las células sin tratar. La diferencia 
estadística entre los datos de células tratadas y las control 
se determinó mediante la prueba t de Student (*p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001) quellos cultivos transfectados con CaMKIV 
Fig. 23b). Estos datos indican que en la 
egulación de la transcripción dependiente de 
KA, el segundo elemento es imprescindible 
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aunque el primer elemento M1 también 
participa en dicha activación. En el caso de la 
señalización dependiente de CaMKIV parece 
que el segundo elemento es capaz, por sí solo, 
de conferir inducción de la transcripción, pero 
sin embargo el primer elemento requiere al 
segundo para que la estimulación llegue a los 
mismos niveles que la observada para los 
elementos sin mutar. 
 
 
Figura 24. Incremento de la expresión del ARNm de 
TrkB por Fk en neuronas corticales. ARN total (20µg) 
aislado a partir de neuronas no tratadas o estimuladas con 
Fk (30µM) durante 1h, 2h y 4h, fue sometido a ensayos 
de protección frente a la actividad de ARNasas. La sonda 
TrkB empleada generaba una banda de 390pb, 
correspondiente a la isoforma TrkB-Fl, y otra de 238pb 
correspondiente a TrkB-T. Como control se empleó una 
sonda que detectaba los tránscritos de GAPDH. El análisis 
densitométrico de las bandas obtenidas se realizó con el 
programa NIH Image (panel inferior) y se normalizaron 
los valores obtenidos para cada tratamiento con los 
correspondientes para GAPDH. Los datos muestran la 
media ± D.E de tres experimentos independientes y se 
presentan como valores relativos respecto a las células sin 
tratar. La diferencia estadística entre los datos de células 
tratadas y las control se determinó mediante la prueba t de 
Student (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
 
 
4.2. Estudio de la regulación de la expresión 
del receptor de neurotrofinas TrkB en 
cultivos primarios de neuronas corticales. 
 
Como indicamos en la Introducción, el 
receptor de neurotrofinas TrkB juega un 
importante papel en el mantenimiento y 
supervivencia neuronal. A diferencia de las 
células gliales, las neuronas expresan 
mayoritariamente la isoforma TrkB-Fl 
mientras que la isoforma TrkB-T1, generada 
por procesamiento alternativo a partir del 
mismo gen, sólo se expresa de manera 
minoritaria. Una vez caracterizada la 
mediación por CREB de la activación de la 
transcripción de trkB de manera dependiente 
de PKA en astrocitos, nos planteamos la 
posibilidad de que este gen pudiera regularse 
de una manera similar en neuronas, lo que 
implicaría la modulación de la expresión de 
TrkB en respuesta a diferentes señales 
adaptativas de las que CREB es partícipe. 
4.2.1 Incremento de la expresión de las 
isoformas del gen trkB de manera dependiente 
de Forskolina.  
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Para determinar los niveles de TrkB, tanto a 
nivel de ARNm como de proteína, 
estimulamos cultivos primarios de neuronas 
corticales de 5 días de cultivo in vitro 
(Pandolfi et al.) con Fk (30µM) durante 
diferentes periodos de tiempo. Mediante 
ensayos de protección frente a la actividad de 
ribonucleasas (Ribonuclease protection assay; 
RPA) observamos un incremento de hasta 2.2 
y 1.8 veces en los niveles de ARNm de las 
isoformas TrkB-Fl y TrkB-T, 
respectivamente, en neuronas tratadas 1h con 
Fk (Fig. 24). Además, los niveles de ambos 
tránscritos aumentaron hasta 3 veces después 
de 4h de estimulación, el tiempo más largo 
analizado en los estudios de RPA. Este 
aumento en los niveles de ARNm iba 
acompañado de un incremento en los niveles 
de esta proteína determinados mediante 
ensayos de WB en neuronas corticales tratadas 
5h y 16h con Fk (30µM) (Fig. 25a). A estos 
tiempos de tratamiento se producía un 
aumento de 3.4 veces en los niveles de la 
proteína TrkB-Fl, y de 2.4 veces en los de 
TrkB-T1. Además, en ensayos de WB 
empleando un anticuerpo anti-pan-P-Trk, 
observamos que tras el tratamiento con Fk, 
hay un  aumento del número de receptores 
TrkB-Fl funcionales capaces de unir el 
ligando BDNF y responder 
transfosforilándose (Fig. 25b). El aumento tan 
rápido (después de 1h de estimulación) de los 
niveles de ARNm de TrkB, sugería que la 
regulación del gen trkB podía ser 
transcripcional, y mediada por la activación de 
CREB y su unión a las secuencias consenso 
presentes en los promotores del este gen. 
   
 
Figura 25. Fk aumenta los niveles de los receptores 
TrkB-Fl y TrkB-T en neuronas corticales. (a) Lisados 
totales procedentes de cultivos primarios de neuronas 
corticales estimulados con Fk (30µM) durante 0h, 5h y 
16h fueron analizados por WB con anticuerpos anti-pan-
TrkB y anti-β-actina. (b) Para determinar la presencia de 
receptores TrkB-Fl funcionales en la membrana 
plasmática, los cultivos de neuronas corticales fueron 
estimulados con Fk los tiempos indicados y 
posteriormente tratados con BDNF (20ng/ml) durante 
10min, para inducir la fosforilación del receptor. En los 
ensayos de WB se emplearon anticuerpos anti-pan-P-Trk, 
y anti-β-actina. En ambos paneles se muestran resultados 
representativos de dos experimentos independientes.  
 
 
4.2.2 CREB interacciona con los elementos 
trkB-CREs presentes en el gen trkB. 
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Con el fin de demostrar que los elementos 
trkB-CREs eran capaces de unir proteínas 
nucleares en respuesta a la estimulación con 
Fk, realizamos ensayos de EMSA con 
extractos nucleares de neuronas tratadas con 
esta droga durante 2h, 4h y 6h. Comparamos 
los resultados con los obtenidos de 
experimentos equivalentes, en los que 
utilizamos extractos nucleares procedentes de 
células N2a-cerbA. Esta línea está obtenida 
del neuroblastoma N2a, donde la presencia del 
receptor α de la hormona tiroidea (TRα) hace 
que las células expresen el receptor TrkB-Fl 
de manera constitutiva (Pastor et al., 1994). 
Tanto en neuronas (Fig. 26a) como en células 
N2a-cerbA (Fig. 26b) Fk inducía la unión de 
proteínas a los elementos trkB-CREs. Es 
interesante destacar que en las células N2a-
cerbA se detectaron dos complejos de retardo 
tras la estimulación con Fk, a diferencia de las 
neuronas en las que sólo se formó uno. A 
continuación, caracterizamos la especificidad 
de la unión. Para ello, durante la incubación 
de las proteínas nucleares con el 
oligonucleótido marcado que contenía los 
elementos trkB-CREs, añadimos un exceso de 
oligonucleótido sin marcar no específico 
(NE), que contenía los elementos trkB-CREs 
(E), o la secuencia del elemento CRE 
consenso (C) (la secuencia de los tres 
oligonucleótidos mencionados queda reflejada 
en la Fig. 23a). En estos ensayos observamos 





Figura 26. Neuronas corticales y células N2a-cerbA 
contienen proteínas capaces de unirse a los elementos 
trkB-CREs por estimulación con Fk. Ensayos de 
retardo en la movilidad electroforética usando extractos 
nucleares de neuronas corticales (a) y células N2a-cerbA 
(b), estimuladas con Fk (30µM) durante diferentes 
períodos de tiempo e incubados en presencia de un 
oligonucleótido marcado con 32P que contenía los 
elementos trkB-CREs (c, d) Para determinar la 
especifidad de los complejos formados se añadió la sonda 
sin marcar que tenía los elementos trkB-CREs (E), el 
elemento CRE del gen de la somatostatina (C), o una 
secuencia no relacionada (NE), a una concentración molar 
50 y 100 veces superior a la de la sonda marcada. Todas 
las imágenes corresponden a un experimento 
representativo procesado en paralelo para asegurar la 
misma movilidad de las bandas de retardo, indicadas 
mediante flechas y puntas de flecha. Los complejos no 
específicos están indicados como “cne” y la sonda libre 
como “sl”.  100 veces de los oligonucleótidos E y C, 
nhibía la aparición de los complejos de 
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proteína con 32P-trkB-CREs, tanto en 
neuronas corticales (Fig. 26c), como en 
células N2a-cerbA (Fig. 26d). Sin embargo los 
complejos no se vieron afectados al añadir un 
exceso molar del oligonucleótido NE. Para 
determinar si CREB estaba presente en los 
complejos proteicos que se unían al 
oligonucleótido trkB-CREs, añadimos durante 
la incubación el anticuerpo anti-CREB, y a 
continuación realizamos el ensayo de EMSA. 
Encontramos que, en presencia del anticuerpo 
anti-CREB, se producía un retardo adicional 
en la movilidad del complejo mayoritario en 
neuronas corticales pero no del complejo 
minoritario (Fig. 27a). Los anticuerpos anti-
ATF-1, o anti-p53, no modificaron la 
migración de los complejos, indicando que el 
efecto del anticuerpo anti-CREB era 
específico y que, por tanto, dicho factor de 
transcripción se encontraba presente en el 
complejo de proteínas con 32P-trkB-CREs. Por 
otro lado, la adición del anticuerpo anti-CREB 
a los extractos procedentes de células N2a-
cerbA produjo el retardo del complejo 
mayoritario, al igual que el anticuerpo anti-
ATF-1, lo que sugería que en el caso de estas 
células ambos factores de transcripción se 
 
 
Figura 27. CREB forma parte del complejo proteico de unión a los elementos trkB-CREs. Proteínas nucleares de neuronas 
corticales (a) o células N2a-cerbA tratadas con Fk (30µM) durante 4h, fueron sometidos a ensayos de EMSA en presencia de una 
sonda marcada con 32P conteniendo los elementos trkB-CREs, y de anticuerpos anti-CREB, anti-ATF-1 o anti-p53. En los ensayos 
de competición, se añadió sonda sin marcar conteniendo los elementos trkB-CREs (E), o una secuencia no relacionada (NE), 
siendo su concentración molar 100 veces superior a la de la sonda marcada. Las bandas presentes en el frente del gel corresponden 
a los complejos no específicos (cne). Las bandas de retardo se indican con las flechas y puntas de flecha. Los asteriscos indican las 
bandas de retardo generadas por los anticuerpos anti-CREB y/o anti-ATF-1. 
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unían a los elementos trkB-CREs por 
estimulación con Fk.  
4.2.3 Los elementos trkB-CREs y CREB son 
necesarios para la activación del promotor P2 
en respuesta a Forskolina. 
 
 
Figura 28. La transactivación del promotor P2 de trkB 
en respuesta a Fk requiere los elementos trkB-CREs. 
(a) Representación esquemática de las distintas 
construcciones empleadas en ensayos de transactivación 
del gen trkB en presencia de Fk (30µM). En la figura se 
muestra la posición del inicio de transcripción de los 
promotores P1 y P2, así como la presencia de los 
elementos trkB-CREs (doble elipse), y la secuencia 
codificante del gen cloranfenicol acetil transferasa (cat). 
Los números con valores negativos indican la longitud de 
la región más 5' del gen trkB clonada en el vector respecto 
del codón de inicio de la traducción. (b) Células N2a-
cerbA fueron cotransfectadas con los vectores reporteros 
de (a) y el vector reportero de luciferasa pSV40-Luc. La 
estimulación con Fk (30µM) se inició 16h después de la 
transfección y duró 8h. Los valores representan la media 
± D.E de la actividad CAT normalizada a la actividad 
luciferasa de tres experimentos diferentes. 
 
 
El gen trkB se transcribe a través de dos 
promotores diferentes denominados P1 y P2 
(Barettino et al., 1999). Como hemos 
comprobado en astrocitos, la activación del 
promotor P2 por Fk depende de los elementos 
trkB-CREs. Con el fin de determinar su 
capacidad de activación del gen trkB en 
cultivos primarios de neuronas corticales en 
respuesta a un aumento intracelular de los 
niveles de AMPc, utilizamos varios plásmidos 
reporteros conteniendo el gen de la proteína 
Cloranfenicol acetil transferasa (cat) y 
distintas secuencias de las regiones 
promotoras del gen trkB, que habían sido 
generados y estaban disponibles en nuestro 
laboratorio (Fig. 28a). En primer lugar 
realizamos los ensayos de transactivación en 
la línea celular N2a-cerbA, que tiene una 
eficiencia de transfección elevada. 
Observamos que las células transfectadas con 
el vector -1600P2-Cat, que contenía los dos 
elementos trkB-CREs y el promotor P2, 
presentaban un incremento de la actividad 
CAT de hasta 3 veces 8h después de haber 
sido estimuladas con Fk (30µM). Este efecto 
desaparecía cuando transfectamos el vector -
870P2-Cat, que carece de los elementos trkB-
CREs (Fig. 28b). Es interesante resaltar que 
los elementos trkB-CREs no conferían 
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transactivación por Fk al promotor P1, como 
pudimos observar al realizar los mismos 
ensayos pero con los vectores -5100P1-Cat y -
2700P1-Cat (Fig. 28b). Los resultados 
obtenidos en los ensayos de EMSA indicaban 
que CREB forma parte del complejo proteico 
que se une al promotor trkB, pero sin embargo 
no permiten conocer hasta qué punto este 
factor es necesario para la activación del 
promotor P2. Así, decidimos examinar el 
efecto que tendría la expresión de dos 
diferentes mutantes dominantes negativos de 
CREB sobre la activación del vector reportero 
-1600P2-Luc en respuesta a Fk en células 
N2a-cerbA. Ensayos de cotransfección con el 
vector de expresión de K-CREB y el reportero 
-1600-P2-Luc, demostraron que la actividad 
del promotor era inversamente proporcional a 
la concentración de este plásmido (Fig. 29a). 
Se obtuvo el mismo resultado cuando 
realizamos los mismos ensayos empleando A-
CREB, otra forma mutante de CREB 
caracterizada por ser incapaz de unirse a los 
elementos CRE pero capaz de dimerizar con el 
CREB endógeno (Ahn et al., 1998), es decir, 
la actividad luciferasa disminuía al aumentar 
la concentración del vector de expresión de A-
CREB (Fig. 29b). Estos resultados sugieren 
que CREB juega un importante papel en la 
mediación de la respuesta del promotor P2 de 
trkB al incremento de los niveles intracelulares 
de AMPc producido por el tratamiento con Fk.  
 
 
Figura 29. CREB media la transcripción de trkB a 
través del promotor P2. Células N2a-cerbA fueron 
cotransfectadas con distintas concentraciones de los 
vectores de expresión de las formas dominantes negativas 
de CREB, K-CREB (a) y A-CREB (b), el vector reportero 
-1600P2-Luc y el vector pSV40-LacZ, utilizado como 
control interno de la transfección. Transcurridas 16h las 
células fueron estimuladas con Fk durante 6h. Los datos 
representan la media ± D.E de los valores de la actividad 
luciferasa normalizada con la actividad β-galactosidasa de 
tres experimentos diferentes.  
 
 
4.2.4 PKA media la activación de la 
transcripción del promotor P2 de trkB en 
65 
                                                                                                                                                                                                                                                    RESULTADOS 
neuronas corticales en respuesta a 
Forskolina. 
 
Para evaluar de manera directa la intervención 
de PKA y la fosforilación de CREB en el 
control de la expresión de trkB, decidimos 
estudiar el efecto de la expresión de la forma 
constitutivamente activa de PKA sobre la 
activación del promotor P2 (Howard et al., 
1991). Como mostramos en la Fig. 30a, la 
expresión de PKA en células N2a-cerbA 
producía un aumento de hasta 6 veces en la 
actividad del vector reportero -1600-P2-Luc, 
mientras que no lo hacía si expresábamos la 
forma mutante inactiva (mPKA). Además, la 
inhibición de la fosforilación de CREB por 
expresión del inhibidor de PKA (PKI) (Day et 
al., 1989), impidió la transactivación del 
vector -1600-P2-Luc al tratar las células con 
Fk (Fig. 30b), mientras que la expresión de un 
mutante inactivo de PKI (mPKI) no fue capaz 
de impedir dicho aumento (Fig. 30b). Para 
corroborar que la actividad de PKA requiere 
los elementos trkB-CRE, realizamos 
experimentos de cotransfección de PKA con 
el vector de delección -1600∆CREs-P2-Luc. 
Estos resultados indican que la activación del 
promotor P2 por Fk estaba mediada por un 
mecanismo dependiente de la fosforilación de 
CREB por PKA, y requieren la presencia de 
los elementos trkB-CREs. Para confirmar que 
el mismo mecanismo estaba mediando la 
activación del promotor P2 en nuestros 
cultivos primarios de neuronas corticales, 
realizamos ensayos de transfección transitoria 
 
 
Figura 30. La activación del promotor P2 de trkB 
depende de la ruta PKA/CREB y de los elementos 
trkB-CREs. (a) Células N2a-cerbA fueron transfectadas 
con un vector de expresión de la forma constitutivamente 
activa de PKA (PKA), o un mutante inactivo de PKA 
(mPKA), junto con los vectores reporteros -1600P2Luc, o 
-1600∆CREsP2-Luc, y el vector pRL-SV40. (b) Células 
N2a-cerbA fueron cotransfectadas con el vector de 
expresión del inhibidor de PKA (PKI), o un mutante 
inactivo de PKI (mPKI), junto con el reportero -1600P2-
Luc o el reportero -1600∆CREs-P2-Luc, y la construcción 
pRL-SV40. Las células fueron estimuladas 6h con Fk 
transcurridas 16h desde la transfección. Los valores 
obtenidos de luciferasa se normalizaron a los datos 
correspondientes a Renilla. En los ensayos control se 
cotransfectó además el correspondiente vector parental de 
expresión. Los datos representan la media ± D.E de los 
valores de la actividad luciferasa normalizada con la 
actividad β-galactosidasa de tres experimentos diferentes 
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con el vector -1600-P2-Luc, y el vector de 
delección -1600∆CREs-P2-Luc, y estudiamos 
su transactivación en respuesta a la 
estimulación con Fk o el análogo no 
hidrolizable del AMPc, 8Br-AMPc (Fig. 31). 
El tratamiento con cualquiera de estos 
fármacos producía la transactivación del 
vector -1600-P2-Luc, pero no la del vector de 
delección. Además, la activación del promotor 
P2 por Fk se veía inhibida cuando 
cotransfectamos el vector de expresión del 
mutante inactivo A-CREB, lo que apoya la 
idea de que CREB está mediando la activación 
por Fk/AMPc del promotor P2 del gen trkB 
también en neuronas corticales. 
 
 
Figura 31. La activación del promotor P2 de trkB en 
neuronas corticales por Fk está mediada por CREB y 
los elementos trkB-CREs. Neuronas corticales fueron 
transfectadas con el vector reportero -1600P2-Luc, o el 
mutante de delección -1600∆CREs-P2-Luc y el vector 
pRL-SV40. Transcurridas 48h las células fueron 
estimuladas con 8Br-AMPc (2mM) o Fk (30µM) durante 
6h. Cultivos paralelos fueron cotransfectados con el 
vector de expresión de A-CREB y estimulados con Fk 
como anteriormente (+Fk+ACREB). Los valores de 
Luciferasa se normalizaron con los obtenidos para 
Renilla. Los datos representan la media ± D.E de los 
valores de la actividad luciferasa normalizada con la 
actividad β-galactosidasa de tres experimentos diferentes. 
 
 
4.2.5 El segundo elemento trkB-CRE es 
responsable de la transactivación y unión de 
CREB mediada por Forskolina. 
 
Para evaluar la contribución de cada elemento 
CRE a la activación por CREB del promotor 
P2 de trkB, usamos oligonucleótidos marcados 
con 32P que contenían los dos elementos trkB-
CREs (E), mutaciones en cada uno de ellos 
(M1, M2), o en ambos (M3). Se realizaron 
ensayos de EMSA con extractos nucleares de 
neuronas corticales (Fig. 32a) o células N2a-
cerbA (Fig. 32b) tratadas con Fk (30µM) que 
fueron incubados con los oligonucleótidos 
anteriores. Observamos la generación de 
complejos específicos de retardo en el caso de 
los oligonucleótidos E y M1. Sin embargo, la 
incubación con el oligonucleótido M2 sólo 
generaba bandas de retardo muy minoritarias, 
tanto en células N2a-cerbA como en neuronas. 
El oligonucleótido M3 no mostraba unión de 
proteínas nucleares en ninguno de los tipos 
celulares. El papel preponderante del segundo 
elemento CRE en la unión de CREB en 
presencia de Fk queda reforzado por la 
observación de que los complejos proteicos 
formados por la sonda E no aparecen cuando 
se incluye un exceso de oligonucleótido M1 
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Figura 32. Distinta capacidad de unión de CREB a los elementos trkB-CREs en presencia de Fk. Se realizaron ensayos de 
EMSA con extractos nucleares de cultivos primarios de neuronas corticales (a), o de células N2a-cerbA estimuladas 4h con Fk. 
Los oligonucleótidos competidores no marcados presentaban los elementos trkB-CREs nativos (E), o mutaciones en el primer 
elemento (M1), el segundo (M2) o ambos elementos (M3). Se añadieron en un exceso molar de 100 veces respecto al 
oligonucleótido marcado que contenía los elementos nativos trkB-CREs. Las bandas de retardo específico aparecen marcadas 
con flechas y puntas de flecha. Los complejos no específicos se marcaron como “cne”, y la sonda libre como “sl”. n el ensayo (Fig. 32). Finalmente, estudiamos 
i habría un paralelismo entre la capacidad de 
ada elemento CRE de unir proteínas 
ucleares con su funcionalidad para promover 
ransactivación. Para ello utilizamos los 
lásmidos que tenían clonados dichos 
ligonucleótidos en el vector pTK-Luc, y 
valuamos el efecto que producía la Fk sobre 
su activación, tanto en células N2a-cerbA 
(Fig. 33a) como en neuronas corticales (Fig. 
33b). La mutación en el primer elemento CRE 
disminuía significativamente la actividad del 
reportero, mientras que la mutación del 
segundo elemento CRE abrogaba el efecto 
dependiente de Fk. Todos estos datos 
demuestran que el segundo elemento CRE, 
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Figura 33. El segundo elemento trkB-CRE es capaz de transactivar un promotor heterólogo de manera dependiente de Fk. 
Células N2a-cerbA (a), y neuronas corticales (b) fueron transfectadas con el vector reportero pTK-Luc en el que se clonó un 
oligonucleótido conteniendo los elementos nativos trkB-CREs (E), o mutaciones en el primer elemento (M1), el segundo (M2) o 
ambos elementos (M3), y el vector pSV40-LacZ. Después de la transfección, las células fueron estimuladas con Fk durante 6h y 
se procedió a determinar las actividades luciferasa y β-galactosidasa. Los datos representan la media ± D.E de los valores de la 
actividad luciferasa normalizada con la actividad β-galactosidasa de tres experimentos diferentes. La diferencia estadística entre 
los datos de células tratadas y control se determinó mediante la prueba t de Student (*p<0.05, ***p<0.001). resente en el promotor P2 del gen trkB, juega 
n papel crucial en la estimulación 
ranscripcional en respuesta a la activación de 
a vía AMPc/PKA/CREB, tanto en la línea 
elular N2a-cerbA como en cultivos primarios 
e neuronas corticales. 
.3. Estudio de la regulación del receptor de 
eurotrofinas TrkB en excitotoxicidad: 
mplicación en el proceso de muerte 
euronal.  
as rutas de señalización dependientes de Ca2+ 
uegan un papel fundamental en numerosos 
cambios adaptativos que tienen lugar en el 
sistema nervioso. Así, el flujo de este ión a 
través de los canales de Ca2+ de tipo L es un 
potente activador de CREB, lo cual produce el 
incremento de la transcripción de numerosos 
genes, entre ellos los que codifican para 
BDNF y TrkB (Tao et al., 1998); (Kingsbury 
et al., 2003). Igualmente, la estimulación 
sináptica de los receptores NMDA, canales 
iónicos de elevada permeabilidad al Ca2+, 
produce la activación de la transcripción de 
genes dependientes de CREB (Hardingham et 
al., 2002). Sin embargo, la activación de los 
receptores de NMDA extrasinápticos da lugar 
a la defosforilación de CREB, la inactivación 
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de la transcripción de BDNF y la muerte 
neuronal por excitotoxicidad. Así pues, y 
teniendo en cuenta los resultados anteriores 
(sección 4.2.), decidimos estudiar si la 
expresión de TrkB pudiera estar modificada en 
los procesos de excitotoxicidad que ocurren 
tanto en modelos in vitro como in vivo. 
 
4.3.1 Cambio en la expresión de las isoformas 
de TrkB en cultivos primarios de neuronas 
corticales en situación de excitotoxicidad. 
 
En nuestro trabajo hemos utilizado un modelo 
de excitotoxicidad in vitro, consistente en la 
estimulación de los receptores de NMDA en 
cultivos primarios de neuronas corticales de 
14 DIV con dosis altas (100µM) de su 
agonista. Cuando analizamos mediante WB 
extractos proteicos obtenidos de estos 
cultivos, utilizando anticuerpos anti-pan-TrkB, 
anti-TrkB-T1 y un anticuerpo contra la 
proteína neuroespecífica Tuj1 (β-III-
Tubulina), observamos un marcado descenso 
de los niveles de TrkB-Fl y un aumento de los 
niveles de TrkB-T1 (Fig. 34a). La 
cuantificación de tres experimentos 
independientes muestra que, comparados con 
los de cultivos sin tratar, los niveles de TrkB-
Fl se redujeron en un 60% después de 1h de 
tratamiento con NMDA, llegando a ser 
prácticamente indetectables después de 4h. 
Por el contrario, los niveles de TrkB-T1 
aumentaron hasta 2 veces después de 30min 
de tratamiento, incrementándose  hasta en 4 
veces después de 6h de tratamiento (Fig. 34b). 
Confirmamos la situación de excitotoxicidad 
inducida en nuestros cultivos por el 
tratamiento con NMDA mediante ensayos de 
 
 
Figura 34. NMDA promueve el cambio de expresión 
de las isoformas de TrkB en cultivos primarios de 
neuronas corticales. (a) Cultivos primarios de neuronas 
corticales de 14 días de cultivo fueron estimulados 
durante diferentes periodos de tiempo con NMDA 
(100µM) y glicina (10µM). Los lisados totales fueron 
analizados por WB usando anticuerpos anti-pan-TrkB, 
anti-TrkB-T1, y anti-Tuj-1 (β-III-Tubulina). (b) 
Cuantificación de tres experimentos como en (a), donde 
se muestra que la expresión de TrkB-T1 se incrementa 
rápidamente por tratamiento con NMDA, mientras que la 
expresión de TrkB-Fl disminuye tras la estimulación. Los 
datos representan la media ± D.E de tres experimentos 
independientes y se presentan como valores relativos 
respecto a los de TrkB-Fl en las células sin tratar.  
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viabilidad neuronal, utilizando MTT para 
estimar la actividad mitocondrial, o de muerte 
neuronal, en los que medimos la actividad del 
enzima LDH citoplásmica que se libera al 
medio como consecuencia de la pérdida de la 
integridad de la membrana celular. Cuando 
medimos la viabilidad neuronal de nuestros 
cultivos por el ensayo de MTT (Fig. 35), 
observamos una disminución en la actividad 
mitocondrial de un 35% y de más de un 80% 
después de 2h y 6h de tratamiento con NMDA 
(100µM), respectivamente. Asimismo, la 
actividad del enzima LDH presente en el 
medio (Fig. 35) aumentó un 20% y un 40% 
después de 2h y 8h de tratamiento con 
NMDA, respectivamente, lo que indicaba que 
a pesar de que la actividad mitocondrial se 
veía rápidamente afectada por el tratamiento 
con NMDA, la integridad de las membranas 
celulares se pierde más lentamente después del 
tratamiento. Puesto que los cultivos utilizados 
en estos experimentos son mixtos y están 
formados por neuronas y células gliales, 
fundamentalmente astrocitos, que expresan la 
forma truncada de TrkB, era importante 
determinar en que población celular tenían 
lugar los cambios observados en la expresión 
de dicha proteína. Para ello, a continuación, 
realizamos ensayos de immunofluorescencia 
usando anticuerpos anti-pan-TrkB y anti-Tuj1 
(β-III-Tubulina), así como To-PRO3 para la 
tinción nuclear. Observamos un aumento de la 
immunoreactividad de TrkB específicamente 
en los cultivos de neuronas tratados 1h con 
NMDA, en comparación con las células sin 
tratar (Fig. 36). La tinción de los núcleos con 
TO-PRO3 puso de manifiesto la presencia de 
células no neuronales en los cultivos, 
expresando niveles moderados de TrkB que 
no eran alterados por el tratamiento con 
NMDA. En conjunto, estos experimentos 
demuestran la alteración en la expresión de las 
                       
   
Figura 35. Reducción de la viabilidad neuronal dependiente del tiempo de tratamiento con NMDA. La viabilidad y la muerte 
neuronal de cultivos primarios de neuronas corticales de 14DIV, tratados con NMDA 100µM durante diferentes periodos de 
tiempo, fueron ensayadas por los métodos de MTT y LDH, respectivamente. Los datos representan la media ± D.E de tres 
experimentos independientes.  
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Dado que el tratamiento con NMDA permite 
la activación tanto de los receptores 
sinápticos, en los que las subunidades NR2 
mayoritarias son las de tipo NR2A, como de 
los extrasinápticos, formados 
fundamentalmente por subunidades NR2B 
(Hardingham et al., 2002), decidimos 
caracterizar que tipo de receptores estaban 
implicados en la regulación de las isoformas 
de TrkB. Para ello, previamente a la adición 
de NMDA, tratamos los cultivos durante 
15min con un antagonista genérico de los 
receptores NMDA, APV (100µM), o con un 
inhibidor selectivo de los receptores formados 
por subunidades NR2B, Ifenprodil (10µM), 
analizando a continuación los extractos 
proteicos mediante WB. Ambos compuestos 
impidieron el efecto del NMDA sobre la 
expresión de TrkB (Fig. 37a), indicando que el 
proceso de regulación es debido a una 
sobreactivación de los receptores NMDA 
formados por subunidades NR2B. La medida 
de la viabilidad neuronal con el ensayo de 









Figura 36. Aumento de la expresión de TrkB
específicamente en neuronas por NMDA. Cultivos
primarios fueron tratados durante 1h con NMDA
(100µM), antes de ser fijadas para ser analizadas por
immunocitoquímica utilizando anticuerpos anti-pan-TrkB
(verde) y anti-Tuj1 (rojo). Los núcleos celulares teñidos
con To-PRO3 (azul) denotan la presencia de células no
neuronales en los cultivos. Las imágenes corresponden a 
una sección obtenida por microscopía confocal. soformas de TrkB específicamente en 
euronas en asociación al proceso de 
xcitotoxicidad. 
.3.2 Mecanismo de regulación de la 
xpresión de TrkB en el modelo celular de 
xcitotoxicidad. 
con APV o Ifenprodil protegía a las neuronas 
de la muerte inducida por NMDA (Fig. 37b). 
Con objeto de caracterizar con mayor detalle 
el mecanismo de regulación de la expresión de 
TrkB asociado con excitotoxicidad, 
analizamos los niveles de ARNm de cada 
isoforma mediante ensayos de qRT-PCR con 
oligonucleótidos específicos para TrkB-Fl y 
TrkB-T1. En estos ensayos observamos un 
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aumento de hasta 2 veces en el nivel de los 
tránscritos específicos de TrkB-T1 después de 
1h de tratamiento, llegando a ser éstos de 3 y 4 
veces después de 4h y 6h de incubación con 
NMDA (100µM), respectivamente (Fig. 38a). 
Por el contrario, los niveles de TrkB-Fl 
disminuyeron un 50% después de 1h de 
tratamiento, y fueron prácticamente 
indetectables después de 6h de estimulación 
(Fig. 38a). El pretratamiento con APV o 
Ifenprodil impidió el efecto del NMDA sobre 
los niveles de ARNm de ambas isoformas 
(Fig. 38b). Todos estos datos parecen indicar 
que el tratamiento con NMDA en condiciones 
de excitotoxicidad induce en cultivos 
primarios de neuronas corticales, a través de la 
activación de receptores formados por 
subunidades NR2B, un cambio rápido en los 
niveles de ARNm codificantes para cada una 
de las isoformas de TrkB que justifican los 
cambios observados para estas proteínas.  
 
4.3.3 Asociación entre la muerte neuronal por 
excitotoxicidad y los cambios en la expresión 
de las isoformas del receptor de neurotrofinas 
TrkB.  
 
El hecho de que se produjera un cambio de la 
expresión de las isoformas del gen trkB tras el 
tratamiento con NMDA siguiendo un curso 
temporal similar al de la pérdida de viabilidad 
neuronal, nos hizo plantearnos una serie de 
experimentos para confirmar la asociación de 
ambos fenómenos. Para ello, tratamos los 
cultivos de neuronas corticales durante 6h con 
distintas concentraciones de NMDA, desde 
1µM a 100µM, y analizamos la expresión de 
TrkB mediante WB y la viabilidad neuronal 
mediante el ensayo de MTT. Únicamente 
  
 
Figura 37. La activación excitotóxica de los receptores 
NMDA formados por subunidades NR2B, promueve el 
cambio de expresión de las isoformas de TrkB en 
neuronas corticales. (a) Cultivos primarios de neuronas 
corticales fueron pretratados durante 15min con un 
antagonista de los receptores de NMDA, APV (100µM), o 
el inhibidor selectivo de los receptores formados por 
subunidades NR2B Ifenprodil (Ifen.) (10µM) y, 
posteriormente, estimulados con NMDA (100µM) durante 
6h. Los extractos proteicos fueron analizados mediante 
WB usando anticuepos anti-pan-TrkB, y anti Tuj-1. (b) La 
viabilidad neuronal de cultivos tratados como en (a) fue 
ensayada mediante el método del MTT. Los datos 
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observamos un cambio en la expresión de las 
isoformas de TrkB a concentraciones de 
NMDA superiores a 10µM (Fig. 39a), 
consideradas en la literatura como 
excitotóxicas. En efecto, la medida de la 
viabilidad neuronal (Fig. 39b) mostró una 
buena correlación con los resultados 
anteriores, demostrando que la regulación de 
las isoformas de TrkB requería la estimulación 
excitotóxica de los receptores de NMDA. 
Además, observamos que a altas 
concentraciones de NMDA (100µM) se 
producía la regulación de la expresión de 
TrkB de manera irreversible, tras una breve 
estimulación de los receptores de NMDA. Así, 
la estimulación de las neuronas durante 30min 
con NMDA, seguida por el bloqueo de estos 
receptores con el antagonista APV hasta 
completar 6h de tratamiento, dio lugar a una 
modificación de la expresión de TrkB similar 
a la inducida por 6h de estimulación 
continuada con NMDA (Fig. 40a). Estas 
breves estimulaciones con NMDA, tal y como 
se demostró previamente (Hartley and Choi, 
1989), fueron suficientes para inducir de 
forma irreversible el proceso de muerte 
neuronal (Fig. 40b). Con estos datos, 
concluimos que la regulación de la expresión 
de las isoformas del receptor de neurotrofinas 
TrkB, al igual que ocurre con la muerte 
neuronal, es inducida tras una breve 
estimulación con concentraciones 
excitotóxicas de NMDA de los receptores 
compuestos por subunidades NR2B, tras la 
cuál los efectos no pueden ser bloqueados o 
revertidos por el uso de antagonistas.  
 
 
Figura 38. Regulación por NMDA de los niveles de 
ARNm de las isoformas de TrkB en neuronas 
corticales. (a) ARN total (2µg ) procedente de neuronas 
corticales tratadas con NMDA (100µM) durante 
diferentes tiempos, se utilizó para generar ADNc y 
cuantificar los niveles de ARNm para TrkB-T1, TrkB-Fl, 
y GAPDH mediante qRT-PCR. Se emplearon 
oligonucleótidos específicos para detectar cada tránscrito. 
En la cuantificación se usaron los niveles de ARNm de 
GAPDH para la normalización de los resultados (b) El 
ARN total procedente de cultivos primarios de neuronas 
corticales de 14DIV que fueron pretratadas durante 15min 
con APV (100µM), Ifenprodil (Ifen.) (10µM) o solvente, 
y posteriormente estimulados con  NMDA (100µM), se 
analizó por qRT-PCR para determinar los niveles de los 
tránscritos de TrkB-Fl, TrkB-T1 y GAPDH. Los 
resultados muestran la media ± D.E de tres experimentos 
independientes y se presentan como valores relativos 
respecto a las células sin tratar. 
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4.3.4 Contribución de la regulación de la 
expresión de TrkB a la muerte neuronal por 
excitotoxicidad. 
 
La implicación del receptor TrkB-Fl en la 
supervivencia neuronal, el papel antagónico 
que juega el receptor TrkB-T1 frente a TrkB-
Fl, así como la rápida modificación de 
expresión de ambas isoformas que 
observamos en cultivos neuronales tras el 
tratamiento con altas concentraciones de 
NMDA, nos hicieron plantearnos la 
posibilidad de que este cambio pudiera estar 
implicado en el fenómeno de muerte neuronal 
dependiente de excitotoxicidad. Con objeto de 
confirmar esta hipótesis, realizamos 
experimentos de sobreexpresión de las 
isoformas TrkB-Fl y TrkB-T1 en cultivos de 
neuronas, y caracterizamos su efecto sobre la 
viabilidad en situación normal o de 
excitotoxicidad. Dada la naturaleza mixta de 
los cultivos primarios utilizados, decidimos 
utilizar un sistema lentiviral que permite la 
transducción eficiente de genes en neuronas 
(Gascón, 2007). Para ello, los ADNc 
correspondientes a TrkB-Fl y TrkB-T1 fueron 
clonados en el vector pLenLox-Syn-Syn-
EGFP (Fig. 41a), obteniéndose los virus LV-
Syn-TrkB-Fl-Syn-EGFP y LV-Syn-TrkB-T1-
Syn-EGFP, que permiten la coexpresión de 
cada una de las isoformas junto con la 
proteína EGFP, utilizada como reportera. La 
especificidad del sistema utilizado para la 
expresión neuroespecífica de proteínas se 
ilustra en la figura 41b, donde la infección de 
cultivos mixtos con el virus LV-Syn-DsRED-
Syn-EGFP (Gascón, 2007) da lugar a la 
coexpresión eficiente de las proteínas 
fluorescentes EGFP y DsRED únicamente en 
neuronas, quedando ésta excluida de las 
células gliales que expresan GFAP. A 
continuación utilizamos los virus LV-Syn-
TrkB-Fl-Syn-EGFP y LV-Syn-TrkB-T1-Syn-
EGFP para infectar cultivos primarios y 
estudiar el efecto de la sobreexpresión de las 
 
 
Figura 39. Necesidad de concentraciones de NMDA 
excitotóxicas para la regulación de la expresión de 
TrkB. (a) Cultivos primarios de neuronas fueron 
estimulados durante 6h con glicina (10µM) y NMDA a 
distintas concentraciones. Los niveles de las isoformas de 
TrkB y Tuj-1 se determinaron por ensayos de WB. (b) La 
viabilidad neuronal de cultivos tratados como en (a) fue 
analizada mediante ensayos de MTT. Los datos 
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isoformas de TrkB sobre la viabilidad 
neuronal, tanto en situación normal como tras 
la estimulación excitotóxica. La comparación 
mediante WB de cultivos infectados y sin 
infectar, permitió confirmar la expresión de 
los receptores TrkB-Fl (Fig. 42a) y TrkB-T1 
(Fig. 43a). Decidimos observar el efecto que 
tendría el tratamiento con NMDA (100µM) en 
células transducidas con los virus LV-Syn-
TrkB-Fl-Syn-EGFP y LV-Syn-TrkB-T1-Syn-
EGFP. Comprobamos que la expresión de 
TrkB-Fl mantenía la viabilidad neuronal en un 
98% después de 1h de tratamiento (Fig. 42b) y 
 
 
Figura 41. Expresión neuroespecífica de proteínas 
mediante el uso de lentivirus. (a) Esquema de los 
vectores lentivirales utilizados para la sobreexpresión 
neuroespecífica de las proteínas EGFP, DsRED, TrkB-Fl 
y TrkB-T1. Se caracterizan por presentar dos regiones 
LTR (Long Term Repeat), dos secuencias promotoras del 
gen neuroespecífico sinapsina (Zhuang et al.) y dos 
elementos estabilizadores de la transcripción WPRE. (b) 
Cultivos primarios de neuronas corticales (7DIV) fueron 
infectados con el lentivirus LV-Syn-DsRES-Syn-EGFP. 
Las células fueron fijadas y permeabilizadas a 14 DIV 
para ser analizadas por immunocitoquímica usando 
anticuerpos anti-GFAP (azul). Las proteínas DsRED y 
EGFP se visualizaron por su fluorescencia directa. Las 




Figura 40. Cambio irreversible de la expresión de las 
isoformas de TrkB por tratamiento con NMDA. (a) 
Cultivos primarios de neuronas corticales fueron tratados 
con NMDA (100µM) los tiempos indicados y, 
posteriormente, se añadió APV (100µM) hasta completar 
6h de tratamiento total. Los niveles de las isoformas de 
TrkB, y Tuj-1 se determinaron mediante ensayos de WB. 
(b) La viabilidad neuronal de cultivos tratados como en 
(a) fue analizada mediante ensayos de MTT. Los datos 
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de un 50% tras 4h, frente al 70%, y 25%, 
respectivamente, que presentaban las neuronas 
control infectadas con el virus que expresaba 
las proteinas DsRED y EGFP. Sin embargo, al 
cabo de 6h, la viabilidad neuronal llegó 
prácticamente a igualarse en ambos casos. Por 
el contrario, observamos que la expresión de 
TrkB-T1 producía una reducción de la 
viabilidad de los cultivos de un 35%, aun sin 










Figura 42. La expresión exógena de TrkB-Fl protege 
de la muerte inducida por NMDA. (a) Cultivos 
primarios de neuronas corticales (7DIV) fueron infectados 
con distintas concentraciones de lentivirus Syn-TrkB-Fl-
Syn-EGFP. Las células fueron lisadas después de 14DIV 
y analizadas por WB usando anticuerpo anti-pan-TrkB y 
anti-Tuj-1. (b) La viabilidad de cultivos neuronales 
infectados con 10 U.I.R/ml de lentivirus Syn-DsRED-
Syn-EGFP (Control), o virus Syn-TrkB-Fl-Syn-EGFP 
(TrkB-Fl), y tratados con NMDA (100µM) durante 
diferentes períodos de tiempo 7 días después de la 
infección, fue analizada por el método del MTT. Los 




















Figura 43. La expresión exógena de TrkB-T1 induce
muerte neuronal. (a) Cultivos primarios de neuronas
corticales (7DIV) fueron infectados con distintas
concentraciones de lentivirus Syn-TrkB-T1-Syn-EGFP.
Las células fueron lisadas después de14DIV y analizadas
por WB usando anticuerpo anti-pan-TrkB, y anti-Tuj-1.
(b) La viabilidad de cultivos neuronales infectados con 10
U.I.R/ml de lentivirus Syn-DsRED-Syn-EGFP (Control) o
Syn-TrkB-T1-Syn-EGFP (TrkB-T1) a 7DIV, y tratados 
con NMDA (100µM) durante diferentes períodos de
tiempo a 14DIV, fue analizada por el método del MTT.
Los datos representan la media de dos experimentos
independientes. stos eran más sensibles al NMDA, al menos a 
iempos tempranos de tratamiento. Estos datos 
ugieren que la sobreexpresión de TrkB-T1 y 
a pérdida de TrkB-Fl, inducidas por la sobre-
stimulación de los receptores de NMDA, es 
no de los factores implicados en la muerte 
euronal por excitotoxicidad. 
 
.3.5 Inducción de TrkB-T1 en neuronas 
orticales en un modelo de excitotoxicidad in 
ivo. 
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 La excitotoxicidad inducida por la sobre-
activación de los receptores de NMDA es 
responsable de la degeneración neuronal 
observada en diversas patologías, incluyendo 
la isquemia cerebral (Choi et al., 1988), la 
enfermedad de Huntington (Young et al., 
1988), y la enfermedad de Alzheimer 
(Greenamyre et al., 1988). Una vez que 
observamos la sobre-expresión de TrkB-T1 
inducida por NMDA, en los cultivos 
neuronales, nos preguntamos si esta 
regulación podría ocurrir también en un 
modelo animal de isquemia cerebral. Para 
abordar este objetivo estudiamos la expresión 
de TrkB-T1 en rodajas transversales de 
cerebros isquémicos después de 6h y 24h de 
        
 
Figura 44. Aumento de TrkB-T1 en isquemia cerebral transitoria. Secciones coronales de un cerebro de rata adulta 
sometido a 1h de oclusión de la arteria media cerebral y 6h (a) ó 24h (b) de reperfusión, inmunoteñidas con un anticuerpo 
anti-TrkB-T1 (verde) y anti-GFAP (rojo), y observadas por microscopía confocal. Los núcleos celulares se tiñeron con TO-
PRO3 (azul). a). La expresion de TrkB-T1 se incrementa notablemente en neuronas corticales del tejido isquémico 
(ipsilateral). No se observa colocalización de TrkB-T1 y GFAP. b) Disminución de la expresión de TrkB-T1 en el núcleo del 
infarto y aumento en algunas neuronas que permanecen en el área del borde del infarto después de 24h de reperfusión. Se 
aprecia un incremento de la expresión de GFAP con el tiempo de reperfusión en el borde externo del infarto. 
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reperfusión (Fig. 44). Como muestra la Figura 
44a, la mayoría de las células inmunoteñidas 
con el anticuerpo frente a TrkB-T1 presentan 
características morfológicas de neuronas 
piramidales. Después de 6h de reperfusión, 
observamos un incremento significativo en la 
expresión  de TrkB-T1 en el territorio de la 
ACM ocluida (o ipsilateral). No se observa 
expresión de TrkB-T en astrocitos, como 
refleja la doble inmunotinción de TrkB-T1 y 
GFAP. Después de 24h de reperfusión (Fig. 
44b), no se aprecia expresión de TrkB-T1 en 
el núcleo del infarto, mientras que las 
neuronas con morfología triangular que 
permanecen en el área del borde del infarto, 
identificado por secciones adyacentes 
teñidas con violeta de cresilo (datos no 
mostrados), expresan TrkB-T1. Por otro lado, 
la expresión de GFAP incrementa con el 
tiempo de reperfusión, mostrándose más 
intensa en el borde externo del núcleo del 
infarto y bordeando a aquellas neuronas que 
expresan TrkB-T1. 
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                                                                                                                                                                              DISCUSIÓN 
En el presente estudio demostramos que la 
activación del factor de transcripción CREB 
promueve la expresión del gen trkB, tanto en 
cultivos primarios de astrocitos como de 
neuronas corticales. Esta regulación, depende 
de los elementos trkB-CREs localizados en el 
promotor P2, pero no del P1, ambos 
presentes en la región 5´ de este gen 
(Barettino et al., 1999).  
En la búsqueda de nuevos mecanismos de 
control de la expresión de trkB, decidimos 
estudiar si en neuronas se producía una 
inhibición de la transcripción de éste en las 
condiciones descritas por Hardingham y 
colaboradores (Hardingham et al., 2002). 
Ellos observaron que se produce una 
disminución de la expresión de genes 
dependientes de CREB, como consecuencia 
de la sobre-estimulación de los receptores de 
glutamato tipo NMDA. Si bien encontramos 
que la sobre-activación de estos receptores 
produce la desaparición de los niveles de 
ARNm y proteína de TrkB-Fl en neuronas, 
también observamos que en éstas se 
incrementan los niveles del receptor truncado 
TrkB-T1, produciéndose así un cambio de 
expresión de las isoformas de TrkB. Además 
observamos que esta regulación dual está 
directamente relacionada con la muerte 
neuronal por excitotoxicidad. De acuerdo con 
estos resultados, encontramos que en un 
modelo in vivo de isquemia cerebral en la 
rata adulta, se produce un incremento del 
receptor TrkB-T1 en neuronas corticales, lo 
que sugiere que en estas condiciones 
patológicas, se está produciendo la inhibición 
de las rutas de supervivencia neuronal 
dependientes de TrkB-Fl. 
 
5.1 Regulación de la expresión de las 
isoformas de TrkB. 
 
El patrón de expresión de las isoformas 
completa y truncadas del receptor TrkB es 
diferente. TrkB-Fl se expresa sólo en 
neuronas (Klein et al., 1990b); (Middlemas et 
al., 1991), donde ejerce un papel fundamental 
en la activación de señales de supervivencia 
dependientes de neurotrofinas. Por el 
contrario, las isoformas TrkB-T se expresan 
de forma mayoritaria, pero no exclusiva, en 
las células gliales (revisado en Barbacid 
1994). El tipo de isoforma que se genera a 
partir de un determinado gen está controlado 
por la maquinaria de procesamiento 
alternativo, y ésta puede estarlo por la 
diferente composición de los factores que la 
constituyen, por la presencia de distintos 
factores co-reguladores de la transcripción, el 
uso alternativo de promotores, la velocidad 
de transcripción, la estabilidad del ARNm o 
la vida media de la proteína (revisado en 
Kornblihtt, 2004 #2783). En nuestro 
laboratorio se demostró que la región 5´ del 
gen trkB confiere, en diferentes tipos 
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celulares, especificidad de activación de su 
transcripción (Barettino et al., 1999). Así, al 
transfectar células de neuroblastoma N2a con 
un vector que contenía esta secuencia 5´ 
dirigiendo la transcripción de la proteína 
CAT, se detectaba mayor actividad de este 
enzima, en estas células, que en las células no 
neuronales COS-7 transfectadas con la 
misma construcción. Esta región 5´, sin 
embargo, no determina el tipo de isoforma 
generada en condiciones basales, ya que los 
ARNm tanto de las isoformas completa y 
truncadas de TrkB, pueden transcribirse a 
partir de cualquiera de los promotores P1 y 
P2 localizados en este gen. Mientras que 
nosotros demostramos en este trabajo que el 
aumento citoplásmico de AMPc promueve en 
cultivos neuronales la expresión de las 
isoformas TrkB-Fl y TrkB-T, el grupo del Dr. 
Krueger (Kingsbury et al., 2003) observó que 
la entrada de Ca2+ por tratamiento con KCl 
origina, únicamente, el aumento de la 
expresión de TrkB-Fl. En ambos casos 
ocurre, aunque por vías de señalización 
diferentes, la fosforilación de CREB, la unión 
de este factor de transcripción a los 
elementos trkB-CREs y el aumento de la 
transcripción de trkB a partir del promotor 
P2. Por tanto, las diferencias entre nuestros 
resultados y los descritos por Kingsbury y 
colaboradores (Kingsbury et al., 2003), son 
consecuencia del diferente estímulo utilizado 
para la activación de la transcripción de trkB. 
Aunque ninguno de los dos grupos 
caracterizamos el porqué de este diferente 
patrón de expresión, éste no es consecuencia 
del uso de un promotor alternativo. En 
condiciones de excitotoxicidad neuronal, 
observamos que se favorece el aumento de la 
expresión de TrkB-T1 a costa de la 
desaparición de TrkB-Fl. Este incremento de 
TrkB-T1 puede ser debido a la unión de 
algún factor de transcripción, activando en 
estas condiciones la expresión de trkB a partir 
de los promotores P1, P2 o a algún otro 
promotor alternativo. De hecho, in silico 
detectamos la presencia de tres posibles 
elementos reguladores de unión para el factor 
de transcripción inducido por hipoxia (HIF), 
(Fig. 7). Tampoco podemos descartar la 
posibilidad de que en estas condiciones se 
produjera el uso de un nuevo promotor 
alternativo, aún no caracterizado, que 
controlaría únicamente la expresión de TrkB-
T1, mientras que la disminución de TrkB-Fl 
se debería a la bajada de la transcripción 
dependiente de P1 ó P2. Un ejemplo del uso 
de promotores alternativos para controlar las 
isoformas generadas a partir de un gen es el 
descrito por Viegas y colaboradores respecto 
al gen bcl-X (Viegas et al., 2004). Este grupo 
observó que, en células epiteliales de 
mamífero, se promovía la expresión de la 
isoforma Bcl-XL por activación de la 
transcripción a partir de un promotor, el cuál 
únicamente actuaba como tal en presencia de 
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hormonas esteroideas. La regulación de TrkB 
en excitotoxicidad neuronal también podría 
ser consecuencia de un estímulo que 
originase un cambio en la maquinaria de 
procesamiento alternativo, como ocurre en la 
expresión del canal iónico de potasio tipo BK 
(Xie and Black, 2001); (Xie et al., 2005). 
Este grupo observó que estímulos 
depolarizantes son capaces de inducir en 
células pituitarias GH3, un cambio en la 
expresión de las isoformas de dicho canal, 
que juega un importante papel en el impulso 
nervioso, demostrando que la activación de la 
proteína CaMKIV promueve la exclusión de 
un exón que contiene un elemento 
denominado STREX. Por contra, la 
incorporación de este exón se favorecía 
cuando se inhibía esta kinasa, o cuando se 
mutaba esa secuencia. Como dijimos 
anteriormente, los cambios en el 
procesamiento alternativo también puede ser 
consecuencia de la remodelación de la 
cromatina. Un ejemplo es el descrito por el 
grupo del Dr. Kornblihtt (Fededa et al., 2004) 
para la regulación del patrón de expresión de 
las isoformas del gen neuronal NCAM 
(Neuronal-cell adhesion molecule), en el que 
como consecuencia de un incremento en la 
acetilación de histonas en la cromatina y una 
disminución de la velocidad de transcripción, 
se favorece la inclusión de exones 
alternativos. En astrocitos observamos que 
tanto en condiciones basales, como en 
aquellas en las que se produce la 
fosforilación de CREB, la expresión de trkB 
no origina la isoforma completa. Por tanto, la 
maquinaria de procesamiento alternativo está 
condicionada para que en este tipo celular no 
se genere esa isoforma, tal vez porque exista 
un control específico en las células no 
neuronales de dicha maquinaria. 
 
5.2 Regulación de la expresión de TrkB 
dependiente de CREB. 
 
En este trabajo demostramos que la 
expresión de TrkB está regulada por el factor 
de transcripción CREB de manera 
dependiente tanto de AMPc como de Ca2+. 
La unión de este factor a los elementos trkB-
CREs permite la activación de la región 
promotora P2 y el aumento de los niveles de 
TrkB. Al igual que ocurre con la activación 
de CREB por Fk en neuronas y astrocitos, la 
estimulación con ATP promueve la 
fosforilación de CREB en la Ser133 con un 
patrón temporal muy similar. Como ya han 
descrito diversos autores (Centemeri et al., 
1997); (Cornell-Bell and Finkbeiner, 1991); 
(James and Butt, 2002), la estimulación de 
astrocitos con concentraciones elevadas de 
ATP, induce el flujo de Ca2+ desde el exterior 
celular al citoplasma. Este proceso requiere la 
activación de los receptores purinérgicos 
P2X, presentes en la membrana celular, que 
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actúan como canales iónicos. Existe otro tipo 
de receptores purinérgicos activables por 
ATP, denominados P2Y, y caracterizados por 
encontrarse acoplados a proteínas G. Estos 
receptores metabotrópicos son capaces tanto 
de aumentar los niveles de AMPc y activar 
rutas dependientes de PKA, como de 
movilizar el Ca2+ de los reservorios 
intracelulares (Fumagalli et al., 2003). La 
activación de los receptores metabotrópicos, 
por tanto, no nos habría permitido distinguir 
si el incremento de TrkB era debido al 
aumento de Ca2+ o de AMPc. A pesar de que 
las rutas de señalización dependientes de 
AMPc y Ca2+ convergen en la activación del 
factor de transcripción CREB, la 
fosforilación de éste mediada por 
Ca2+/CaMK requiere múltiples eventos de 
fosforilación exclusivos, que no se producen 
por los mecanismos dependientes de AMPc 
(Kornhauser et al., 2002). Así, PKA 
promueve la unión del cofactor CBP (CREB 
binding protein) a CREB cuando fosforila a 
este último en el residuo Ser133, activándose 
entonces la transcripción génica (Chrivia et 
al., 1993); (Goldman et al., 1997). Sin 
embargo, la activación de CREB por 
estímulos dependientes de Ca2+/CaMK 
requiere la fosforilación de dos residuos 
adicionales, las Ser142 y Ser143 (Kornhauser 
et al., 2002). En este caso, esta triple 
fosforilación rompe la interacción de CREB 
con el cofactor CBP, a pesar de lo cuál se 
sigue activando la transcripción mediada por 
CREB de diversos genes tales como c-fos o 
bdnf. Este mecanismo, que no requiere el 
cofactor CBP, podría constituir la base 
molecular que diferencia la activación 
exclusiva de determinados genes por 
estímulos dependientes de Ca2+/CREB, y no 
de AMPc/CREB, como es el caso del gen 
bdnf (Tao et al., 1998). Éste presenta un 
elemento CRE idéntico al segundo trkB-
CRE. Sin embargo, la unión de CREB a 
dicho elemento sólo es mediada por las vías 
activadas por Ca2+, pero no por aquellas que 
lo son por AMPc. La aparente doble 
naturaleza de la unión de CREB al ADN, 
unión constitutiva frente a unión inducida, 
parece indicar la existencia de dos tipos de 
elementos de respuesta CRE: sitios 
simétricos como la secuencia palindrómica 
TGACGTCA, que contiene dos elementos 
CGTCA funcionales, y sitios asimétricos, que 
contienen una única copia funcional CGTCA 
(Nichols et al., 1992). Los genes bdnf y 
somatostatina contienen elementos CRE 
simétricos de alta afinidad, a los que CREB 
se encuentra unido de manera constitutiva 
(Tao et al., 1998). Por el contrario, los sitios 
CRE asimétricos, como el presente en los 
genes tirosina aminotransferasa y 
proencefalina, presentan baja afinidad por 
CREB y requieren la activación de PKA para 
que se produzca su unión (Nichols et al., 
1992). Como los sitios CRE localizados en el 
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promotor P2 de trkB son tanto simétricos 
(CRE2) como asimétricos (CRE1), es posible 
que el tratamiento con Fk induzca la unión de 
CREB al sitio asimétrico, así como su unión 
al segundo elemento CRE, dado su carácter 
de elemento simétrico de alta afinidad. Esta 
hipótesis podría explicar el resultado que 
obtuvimos en los ensayos de transfección 
transitoria, tanto en astrocitos (Fig. 23) como 
en neuronas (Fig. 33), Éstos sugieren que el 
primer elemento CRE colabora con el 
segundo, simétrico y de alta afinidad, en la 
respuesta mediada por PKA, tanto en 
astrocitos como en neuronas. Esta similitud 
en ambos tipos celulares se pierde en el caso 
de la activación de los elementos trkB-CREs 
por Ca2+. Kingsbury y colaboradores 
(Kingsbury et al. 2003) observaron que, en 
neuronas, la mutación de cualquiera de los 
elementos trkB-CREs implicaba una pérdida 
de la activación de la transcripción de trkB 
dependiente de estímulos depolarizantes. En 
astrocitos, por el contrario, nosotros 
demostramos que es mayoritariamente el 
segundo elemento el que lleva el peso de la 
activación transcripcional dependiente de 
CaMKIV. Un CRE simétrico idéntico al 
CRE2 de trkB es, precisamente, el que 
permite en neuronas la transcripción del gen 
bdnf por estímulos depolarizantes que 
producen un aumento de Ca2+ citoplásmico y 
la fosforilación de CREB. Sin embargo, este 
elemento es incapaz de promover la 
transcripción dependiente de AMPc/CREB. 
Estos datos sugieren que la presencia del 
primer elemento trkB-CRE confiere al gen 
trkB la capacidad de ser activado por AMPc, 
tanto en astrocitos como en neuronas. Habría 
que realizar un estudio más profundo para 
poder comprender el diferente papel que 
podría jugar el segundo elemento trkB-CRE 
en la activación de trkB en diferentes tipos 
celulares en respuesta a Ca2+. Nuestro 
hallazgo de que CREB juega un papel crucial 
en la activación de la transcripción del gen 
trkB, proporciona las bases moleculares para 
comprender la enorme correlación mostrada 
entre el incremento de la fosforilación de 
CREB, y la estimulación de la expresión de 
TrkB en diferentes condiciones fisiológicas y 
experimentales (Merlio et al., 1993); 
(Condorelli et al., 1994); (Belluardo et al., 
1995). Nuestros resultados desvelan por vez 
primera un mecanismo molecular por el que 
se produce la regulación de la expresión de 
TrkB por la vía PKA/CREB, vía que forma 
parte de la maquinaria celular implicada en el 
fortalecimiento de las sinapsis. Otto y 
colaboradores (Otto et al., 2001) observaron 
que ratones deficientes en la expresión del 
receptor de tipo I para el polipéptido 
activador de la adenilato ciclasa pituitaria, 
muestran dañada la LTP en las fibras 
musgosas y el aprendizaje. Este receptor, que 
se encuentra acoplado a proteínas G, es capaz 
de aumentar los niveles de AMPc por unión 
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de su ligando. Dado que TrkB y BDNF se 
encuentran implicados en el control de ambos 
procesos, sería interesante estudiar si 
diferentes receptores acoplados a proteínas G 
son capaces, o no, de controlar la regulación 
de la expresión de trkB y bdnf en neuronas 
hipocampales.  
 
5.3 Relevancia fisiológica de la regulación de 
TrkB dependiente de CREB. 
 
Los astrocitos que reaccionan frente a 
distintas perturbaciones, como un episodio 
epiléptico o una lesión se denominan 
reactivos, en contraposición a los astrocitos 
sin estimular que se conocen como en reposo 
o quiescentes. No está claro el papel que 
juega el astrocito durante este proceso 
conocido como astrogliosis, ya que puede 
contribuir a la reparación del daño o puede 
exacerbarlo, según los tiempos que hayan 
transcurrido desde el inicio de la perturbación 
y su tipo. La adquisición del estado reactivo 
por parte del astrocito implica, entre muchos 
otros fenómenos, un aumento de la 
inmunoreactividad de la proteína acídica 
fibrilar glial GFAP (glial fibrilary acidic 
protein), la adquisición de un aspecto 
morfológico estrellado, y la secreción de 
diferentes citoquinas (Acarin et al., 1998). El 
cambio morfológico que presentan los 
astrocitos reactivos como consecuencia de la 
remodelación del citoesqueleto de actina está 
mediado por el aumento de los niveles 
citoplasmáticos de AMPc (Shapiro, 1973). El 
tratamiento con Fk promueve una morfología 
similar como consecuencia de la ruptura de 
las fibras de estrés de actina (Goldman and 
Abramson, 1990). Este cambio morfológico 
que observamos en nuestros cultivos al 
estimularlos con Fk (Fig. 8), sugiere la 
adquisición del estado reactivo en dichas 
condiciones. El AMPc es capaz de promover 
la activación de las células astrogliales 
(Lindholm et al., 1994). De la misma manera, 
los niveles altos de ATP como los que se 
producen en situaciones de daño cerebral, son 
capaces de promover reactividad glial por 
activación de los receptores purinérgicos 
(Ralevic et al., 1997); (James and Butt, 
2002). Nuestro modelo in vitro, al usar altas 
concentraciones de ATP (1mM), podría 
asemejarse a esta situación. Por tanto, el 
aumento de TrkB-T1 en astrocitos en 
respuesta al aumento de AMPc o Ca2+ que 
hemos observado, podría ser un fenómeno 
importante en la respuesta del cerebro a 
diferentes estímulos, incluyendo distintos 
daños cerebrales. En este sentido, es 
importante recordar que el receptor truncando 
juega un papel distinto en neuronas y en 
astrocitos. En las primeras, el receptor TrkB-
T1 antagoniza los efectos de TrkB-Fl, 
impidiendo las señales de supervivencia 
neuronal dependientes de la unión de sus 
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ligandos (Fryer et al., 1997); (Haapasalo et 
al., 2001). En astrocitos su función es 
diferente, incrementando los niveles 
citoplásmicos de Ca2+ tras la unión de BDNF 
(Rose et al., 2003) y modulando la 
morfología glial a través de las proteínas 
Rho-GDI1. Estas protreínas son reguladores 
negativos de las Rho-GTPasas, por lo que su 
activación dependiente de BDNF en 
astrocitos, impide la formación de las fibras 
de estrés de actina. También se ha postulado 
que el incremento de TrkB-T1 en los 
astrocitos reactivos que rodean una lesión 
cerebral, participa en el reclutamiento y la 
recaptación del BDNF liberado al medio. De 
este modo se podría evitar el establecimiento 
de sinapsis entre las neuronas de la zona sana 
y la zona dañada, e impedir la afectación de 
neuronas que se encuentran alejadas de la 
lesión (Beck et al., 1993); (Belluardo et al., 
1995); (Biffo et al., 1995).  
 
5.4 Regulación de TrkB en excitotoxicidad. 
 
La activación de los receptores NMDA que 
contienen subunidades del tipo NR2B y la 
inducción del proceso de muerte neuronal 
excitotóxica, están estrechamente 
relacionadas con el cambio de expresión de 
las isoformas de TrkB que observamos en 
nuestro modelo de excitotoxicidad in vitro. 
Esta regulación se produce específicamente 
en neuronas en tiempos relativamente 
tempranos. Sin embargo, no se produce una 
modificación de los niveles de TrkB-T1 en 
los astrocitos presentes en los cultivos. Como 
consecuencia de esta modificación, podrían 
verse comprometidas las señales de 
supervivencia dependientes de la vía 
BDNF/TrkB-Fl. Se ha relacionado la sobre-
estimulación de los receptores NMDA, con la 
muerte neuronal producida en isquemia y 
otras patologías del SNC (Choi et al., 1988). 
También se ha vinculado con la pérdida de 
expresión de genes importantes para la 
supervivencia neuronal tales como bdnf o el 
propio trkB, como consecuencia de la 
inactivación de CREB (Lee et al., 2005); 
(Hardingham et al., 2002). A este respecto, 
los trabajos de Hardingham y colaboradores 
(Hardingham et al., 2002), ponen de 
manifiesto la naturaleza dual de la 
señalización dependiente de los receptores de 
NMDA. A bajas concentraciones, este 
agonista produce la activación de los 
receptores sinápticos constituidos por 
subunidades NR2A. Ésto induce la entrada de 
Ca2+ al citoplasma celular y la fosforilación 
del factor de transcripción CREB. Por el 
contrario, concentraciones excitotóxicas de 
NMDA promueven, además, la activación de 
los receptores localizados en las regiones 
extrasinápticas, formados por subunidades 
NR2B. En estas condiciones, la activación de 
CREB por parte de los receptores de NMDA 
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sinápticos queda bloqueada por la activación 
de los extrasinápticos, lo que supone la 
pérdida de la transcripción de genes 
dependientes de este factor. Por tanto, aunque 
los receptores NMDA son fundamentales en 
la activación de rutas de supervivencia, 
también juegan un papel importante en la  
muerte neuronal por excitotoxicidad. Otro 
efector crítico en esta forma de muerte es la 
proteasa calpaína, cuya activación ocurre por 
concentraciones elevadas de Ca2+ como las 
que se producen en neuroexcitotoxicidad 
(Siman and Noszek, 1988). La activación de 
este enzima por daño neuronal isquémico, 
promueve la degradación de diversas 
proteínas del citoesqueleto (Yokota et al., 
2003), de las subunidades NR2A y NR2B de 
los receptores NMDA (Wu et al., 2005) y de 
diversos factores de transcripción tales como 
CREB (Watt and Molloy, 1993), c-fos y c-
jun (Hirai et al., 1991). También son 
sustratos de calpaína la proteína kinasa 
CaMKIV (Tremper-Wells et al., 2002) y la 
proteína CRMP-3 (Collapsin response 
mediator protein-3), implicada en la 
formación del cono de crecimiento axonal 
(Hou et al., 2006). La pérdida de la 
funcionalidad de CREB, ya sea por 
defosforilación inducida por la activación de 
los receptores de NMDA extrasinápticos 
(Hardingham et al., 2002), por corte 
proteolítico dependiente de calpaina  (Watt 
and Molloy, 1993) o por ambos factores, 
debería afectar en cierta medida a la 
transcripción basal del gen trkB dependiente 
de los elementos trkB-CREs y el promotor P2 
(Deogracias et al., 2004). De esta manera, la 
pérdida de expresión de TrkB-Fl podría ser 
consecuencia de la falta de transcripción 
dependiente de CREB. Sin embargo,  la 
inactivación de este factor no explica el 
aumento de los niveles de tránscritos para 
TrkB-T1, por lo que debe existir un 
mecanismo capaz de controlar este cambio en 
el procesamiento alternativo del gen trkB. 
Será necesario, por tanto, la búsqueda de los 
mecanismos que controlan el procesamiento 
alternativo de este gen en condiciones de 
excitotoxicidad neuronal. 
 
5.5 Implicaciones de la regulación de TrkB 
en isquemia cerebral y otras patologías con 
componente excitotóxico. 
 
5.5 Implicaciones de la regulación de TrkB 
en isquemia cerebral y otras patologías con 
un componente excitotóxico. 
 
La muerte celular excitotóxica es una 
característica común en la patogénesis de 
numerosos desórdenes neurológicos, entre 
ellos, la isquemia cerebral. Nosotros 
demostramos que en un modelo de isquemia 
cerebral en la rata adulta, se produce un 
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incremento de los niveles de TrkB-T1 en las 
neuronas corticales del territorio 
correspondiente a la ACM ocluida (Fig. 44), 
después de 60min de isquemia y 6h de 
reperfusión. Sin embargo, a tiempos de 
reperfusión más largos (24h), la expresión de 
TrkB-T1 se reduce drásticamente en el 
núcleo del infarto y sólo las neuronas que 
permanecen en el borde del infarto después 
de la isquemia-reperfusión expresan TrkB-
T1. Podemos pensar que, de forma análoga a 
lo que ocurre en el modelo celular donde 
observamos que el aumento de TrkB-T1 
promuve la muerte neuronal, el aumento de 
los niveles de la isoforma truncada T1 podría 
interferir en la viabilidad neuronal, debido a 
su papel como inhibidor de la señalización de 
TrkB-Fl en neuronas (Haapasalo et al., 2001). 
Sería interesante comprobar si en este 
modelo in vivo se produce también la 
reducción de los niveles de TrkB-Fl y la 
pérdida de las rutas de señalización 
dependientes de él. Varios grupos observaron 
en la corteza frontal y en el hipocampo de 
individuos con enfermedad de Alzheimer, un 
aumento de los niveles de  TrkB-T en 
neuronas y en la glia reactiva, y una 
disminución de los niveles de BDNF y TrkB-
Fl (Allen et al., 1999); (Ferrer et al., 1999). 
Belluardo y colaboradores (Belluardo et al., 
1995) observaron que la inyección en el 
hipocampo de ácido iboténico, una molécula 
excitotóxica, producía degeneración 
neuronal, astrogliosis, la reducción de la 
expresión del ARNm de TrkB-Fl en neuronas 
y un incremento del ARNm de TrkB-T1 en 
astrocitos. Este incremento observado de la 
isoforma truncada de TrkB se producía a 
partir del tercer día después de la inyección 
del ácido, alcanzándose los niveles máximos 
de expresión después de 9 días y persistiendo 
después de 30. El aumento de la expresión de 
TrkB-T1 coincide, temporalmente, con el 
aumento de la proteína GFAP que Acarin y 
colaboradores (Acarin et al., 1999), 
observaron en astrocitos, después de la 
inyección de concentraciones altas de NMDA 
en la corteza cerebral de ratones adultos. 
Nosotros demostramos el incremento de la 
proteína TrkB-T1 en neuronas después del 
insulto isquémico, sin embargo, y a 
diferencia de los trabajos anteriores, no 
observamos el incremento de expresión en 
los astrocitos reactivos a los tiempos de 
reperfusión estudiados. Estas diferencias 
pueden ser por el tipo de estímulo 
excitotóxico, el tiempo de duración del 
estímulo o la vulnerabilidad del tejido 
afectado. En este aspecto, sería interesante 
realizar un curso temporal y analizar los 
cambios de expresión de la proteína TrkB-T1 
a tiempos de reperfusión mayores. Se ha 
observado en neuronas de la médula espinal 
de enfermos con esclerosis lateral amiotrófica 
(Mutoh et al., 2000), la disminución en la 
fosforilación de TrkB-Fl y el aumento en los 
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niveles totales de ARNm y proteína de TrkB. 
La reducción de los niveles de P-TrkB podría 
ser una consecuencia de la disminución de la 
forma TrkB-Fl, mientras que el aumento total 
de proteína y ARNm sería debido a un 
aumento de TrkB-T1, de forma análoga a lo 
que observamos en nuestro modelo in vivo de 
excitotoxicidad neuronal. Otros autores 
observaron en un modelo in vivo de la 
enfermedad de Huntington en ratones 
adultos, la disminución de los niveles de 
ARNm y proteína de TrkB-Fl en neuronas de 
la corteza cerebral y el estriado (Gines et al., 
2006). Sin embargo no encontraron cambios 
en los niveles de TrkB-T1. Ninguno de estos 
trabajos describe un posible mecanismo 
molecular que pudiera relacionar los cambios 
en los niveles de expresión de los receptores 
TrkB con el fenómeno de la muerte neuronal. 
Los trabajos desarrollados por Saarelainen y 
colaboradores (Saarelainen et al., 2000) con 
ratones transgénicos que presentan 
incrementados los niveles de TrkB-T1 en 
neuronas corticales e hipocampales, 
mostraron cierta correlación entre la muerte 
neuronal y la expresión de la isoforma 
truncada de TrkB. Observaron en este 
modelo que después de 45 minutos de 
oclusión de la ACM y de 24h de reperfusión, 
el tamaño de la lesión era más grande en la 
corteza cerebral que en el estriado, donde 
TrkB-T1 no se sobre-expresaba. El mismo 
grupo demostró poco después que TrkB-T1 
actuaba como un dominante negativo de 
TrkB-Fl (Haapasalo et al., 2001). De esta 
manera se relacionaba, por primera vez in 
vivo, el incremento de TrkB-T1 con la 
pérdida de la activación de las cascadas de 
señalización dependientes de BDNF y NT-
4/5 en neuronas. Igualmente, el grupo del Dr. 
Krueger (Dorsey et al., 2002) observó que en 
un modelo in vivo de síndrome de Down en 
ratones adultos, los cuales presentan trisomía 
del cromosoma 16 (Ts16), existía una mayor 
muerte neuronal como consecuencia de la 
pérdida de la señalización dependiente de 
BDNF. Estos autores observaron que la 
triplicación del cromosoma 16 producía el 
aumento de los niveles de TrkB-T1 en todas 
las neuronas analizadas. Además, 
relacionaron la expresión de TrkB-T1 con la 
muerte neuronal por pérdida de la 
funcionalidad de TrkB-Fl. También 
demostraron que se recuperaba la 
supervivencia neuronal al sobre-expresar 
TrkB-Fl, por infección de los cultivos 
neuronales procedentes de estos ratones. Sin 
embargo se reducía la supervivencia de 
cultivos procedentes de ratones salvajes, 
cuando éstos se transdujeron con un 
adenovirus TrkB-T1. Recientemente, el 
grupo del Dr. Tessarollo (Dorsey et al., 2006) 
demostró que la recuperación de los niveles 
fisiológicos de TrkB-T1 en los ratones Ts16, 
aumentaba la supervivencia de las neuronas 
corticales e hipocampales en cultivo, además 
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de restaurar la señalización dependiente de 
BDNF y los niveles basales de Ca2+ 
intracelular. Nuestros resultados están de 
acuerdo con estas observaciones. De este 
modo, la infección de los cultivos primarios 
con TrkB-T1 reduce la supervivencia 
neuronal (Fig. 42), probablemente como 
consecuencia de la interrupción de las señales 
de supervivencia debidas a BDNF y TrkB-Fl. 
Por el contrario, la sobre-expresión de TrkB-
Fl en nuestros cultivos retrasa la pérdida de 
viabilidad neuronal después del tratamiento 
con NMDA (Fig. 41). Estos datos sugieren 
que, durante cierto tiempo, la señalización 
dependiente de TrkB-Fl es capaz de retrasar 
la degeneración neuronal debida a 
excitotoxicidad. Sin embargo, los efectos 
generados por el NMDA después de varias 
horas de tratamiento dominan sobre las 
señales dependientes de TrkB-Fl, 
posiblemente por pérdida de funcionalidad 
del receptor de neurotrofinas como el 
descrito por Rusanescu y colaboradores 
(Rusanescu et al., 2005). Éstos demostraron 
que en cultivos de neuronas cerebelares, el 
incremento en la concentación de Ca2+ 
citoplásmico producido por estímulos 
excitotóxicos, promueve la activación de la 
fosfatasa SHP2. Esta proteína está encargada 
de defosforilar al receptor TrkB-Fl y suprimir 
su señalización. De esta manera, estos 
autores describieron un nuevo mecanismo 
por el cuál se produce en neuronas la pérdida 
de las vías de supervivencia dependientes de 
TrkB-Fl, como consecuencia de estímulos 
que promueven la muerte neuronal por 
excitotoxicidad. Todos estos datos, en 
conjunto, no sólo relacionan la 
descompensación de los niveles de los 
receptores TrkB-Fl y TrkB-T1, y la pérdida 
de las señales dependientes de la isoforma 
completa de este receptor con la muerte 
neuronal, sino que sugieren firmemente que 
éste es uno de los procesos que intervienen 
en la excitotoxicidad neuronal. Por tanto, la 
regulación de las distintas isoformas de TrkB, 
podría ser un mecanismo molecular común 
en diferentes patologías con un componente 






























                                                                                                                                                                                                                                               CONCLUSIONES 
De los resultados que presentamos en 
esta memoria se pueden extraer las 
siguientes conclusiones:  
 
1. El aumento de los niveles 
citoplásmicos de AMPc promueve la 
transcripción del gen trkB en astrocitos 
y neuronas corticales. Esta activación 
depende de la fosforilación del factor de 
transcripción CREB por la proteína 
kinasa A (PKA). 
 
2. El aumento de los niveles de ARNm y 
proteina de TrkB-T1 en cultivos 
primarios de astrocitos corticales 
tratados con ATP induce la 
fosforilación de CREB a través de las 
proteínas kinasas CaMKs. 
 
3. La forma activada del factor CREB se 
une a los elementos trkB-CREs 
localizados en la zona 5´ del gen trkB, 
activando la transcripción a través de la 
región promotora P2.  
 
4. Existe un uso diferencial de los 
elementos trkB-CREs por parte de P-
CREB en función de que sea PKA o 
CaMK la responsable de su 
fosforilación. 
 
5. La activación excitotóxica de los 
receptores de glutamato tipo NMDA 
origina un cambio en el patrón de 
expresión de las isoformas de TrkB 
específicamente en neuronas, 
disminuyendo la expresión de TrkB-Fl 
y aumentando la de TrkB-T1.  
 
6. La muerte neuronal por excitotoxicidad 
y los cambios en la expresión de las 
isoformas del receptor de neurotrofinas 
TrkB están correlacionados.  
 
7. La sobre-expresión neuroespecífica del 
receptor TrkB-Fl retrasa la  muerte 
neuronal producida en excitotoxicidad, 
mientras que la sobre-expresión de 
TrkB-T1 la acelera. 
 
8. Episodios isquémicos in vivo provocan 
un aumento de los niveles de TrkB-T1 
en la corteza cerebral, de manera 
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(BDNF)/neurotrophin (NT)-4/5 plays a crucial role during develop-
ment, maintenance of the adult brain, and its adaptation to injury or
pathological conditions. In spite of this, very little is known about the
mechanisms that regulate its expression. Here, we show that forskolin
(Fk) rapidly stimulates the expression of both the full-length and
truncated trkB isoforms in primary cultures of cortical neurons. Gel
shift assays and transient transfection experiments demonstrate that
this activation occurs via a protein kinase A (PKA)/cyclic AMP-
responsive element-binding protein (CREB)-dependent mechanism.
Activated CREB binds to the second cyclic AMP (cAMP)-responsive
element (CRE) of the two CRE sites located within the P2 promoter of
the trkB gene, which is able to confer cAMP responsiveness to a
heterologous promoter. Our results illustrate that the trkB gene is a
target for CREB regulation and explain the increase of trkB expression
produced in different adaptative responses of the nervous system where
CREB is participating.
D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.Introduction
The neurotrophins are a family of secreted proteins that potently
regulate diverse neuronal responses essential for the proper devel-
opment and maintenance of the nervous system. Family members
include nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3), and neurotrophin 4/5 (NT-
4/5). Classically, they are known to serve as target-derived trophic
factors that adjust the type and number of afferent synapses by
promoting the survival of discrete neuronal populations. However,
it is now very well established that neuroptrophins have many
other functions. They regulate differentiation, influence cell fate1044-7431/$ - see front matter D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mcn.2004.03.007
Abbreviations: CAT, chloramphenicol acetyltransferase; bp, base
pair(s); Kb, kilobase pair(s); nt, nucleotide(s); EMSA, electrophoretic
mobility shift assay; CREB, cyclic AMP-responsive element binding
protein; CRE, cyclic AMP-responsive element; PBS, phosphate buffered
saline; RSV, Rous sarcoma virus; PCR, polymerase chain reaction; PKA,
protein kinase A; TK, thymidine kinase.
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E-mail address: arodriguez@iib.uam.es (A. Rodrı´guez-Pen˜a).choices, and control neurite morphology (recently reviewed in
Bibel and Barde, 2000). These neurotrophins act through the Trk
family of tyrosine kinase receptors. NGF is ligand for TrkA,
whereas BDNF and NT-4/5 bind to the products of the trkB gene
and NT-3 binds to TrkC. Besides, these neurotrophins bind to a
common receptor, known as p75, with low affinity (reviewed in
Barbacid, 1994; Bothwell, 1995; Lindsay, 1994).
The trkB gene is a large and complex locus encoding four
isoforms that are generated by differential splicing: a full-length
receptor containing the tyrosine kinase domain (trkB full-length)
(Klein et al., 1989, 1991), two truncated forms lacking catalytic
activity (trkB-T1, trkB-T2) (Klein et al., 1990), and a novel
isoform lacking the tyrosine kinase domain but containing an
Shc binding site (trkB-T-Shc) (Stoilov et al., 2002). Both the
full-length and the truncated isoforms of trkB are transcribed from
two different promoters (Barettino et al., 1999).
Besides the traditional role in neuronal development and sur-
vival, BDNF/trkB is also required for the maintenance and function
of the adult nervous system as demonstrated recently, studying
heterozygote and conditional knockout animals. Young BDNF+/
adults show learning deficits and develop an enhanced aggressive-
ness and hyperphagia, accompanied by weight gain (Kernie et al.,
2000; Lyons et al., 1999). Conversely, mice made trkB-deficient in
adulthood show a substantial reduction of the long-term potentia-
tion (LTP) in the hippocampus. Moreover, these animals become
increasingly impaired over time with regard to their spatial learning
behavior (Minichiello et al., 1999; Xu et al., 2000).
In the adult brain, trkB expression is able to respond to external
stimuli. Thus, a rapid and transient increase on trkB mRNA levels is
produced by cerebral hypoxic/ischemic injury (Merlio et al., 1993;
Narumiya et al., 1998), by repeated stress (Nibuya et al., 1999) and
by the late phase of LTP in the hippocampus (Dragunow et al.,
1997). Kainate-induced seizures and antidepressant drug treatments
also stimulated trkB expression in brain cortex, striatum, and
hippocampus (Merlio et al., 1993; Nibuya et al., 1995; Salin et
al., 1995). Despite this wealth of information, the factors that
control trkB expression during development or in the adult brain
remain mostly unknown. We have previously described that thyroid
hormone represses trkB expression in the developing brain through
a negative response element (Pombo et al., 2000). In addition, we
have characterized the trkB promoters (Barettino et al., 1999) and
analyzed putative regulatory sequences on this gene. In search for
the possible regulators of the trkB gene, we found that forskolin
R. Deogracias et al. / Mol. Cell. Neurosci. 26 (2004) 470–480 471(Fk) rapidly stimulates the expression of both the full-length and
truncated trkB isoforms in primary cultures of cortical neurons. We
also demonstrate that this activation occurs via a protein kinase A
(PKA)/cyclic AMP-responsive element-binding protein (CREB)-
dependent mechanism through a novel cyclic AMP (cAMP)-re-
sponsive element (CRE) site present in the trkB gene.Fig. 1. Forskolin stimulates both full-length and truncated trkB expression in
primary cortical neurons. (A) Fk increased trkB mRNAs expression. Total
RNA was isolated from cortical neurons cultures treated with 30 AM of Fk
for 1, 2, and 4 h or solvent for 4 h (0), and 20 Ag was then subjected to an
RNase protection assay. The trkB riboprobe used produced two protected
bands, one of 390 bp corresponding to the full-length receptor isoform and
the other of 238 bp to the truncated isoforms. As a loading control, the
GAPDH riboprobe was included. Autoradiogram from a representative
experiment is shown. (B) Quantification of the trkB full-length (Fl) and
truncated (T) mRNA levels. For each time point, trkB expression was
referred to levels of GAPDH mRNA to correct for loading differences. The
fold induction was calculated from the relative trkB mRNAs levels, and the
mean F SD from three independent experiments is shown. ( P * < 0.05,
P** < 0.01, P*** < 0.005, significantly different compared to the control,
Student t test). (C) Fk increased full-length (TrkB-Fl) and truncated (TrkB-
T) TrkB protein. Cortical neurons were treated with 30 AM of Fk for 5 and
16 h as indicated and harvested for Western blot analysis using antibodies to
the extracellular domain of TrkB or to actin. (D) BDNF-stimulated phospho-
trkB (P-TrkB) was enhanced by treatment with Fk. Cortical neurons were
treated with Fk for 4, 8, and 16 h and then exposed to BDNF (20 ng/ml) for
10 min. Western blotting was carried out using an anti-phospho-trk antibody,
which recognizes Tyr-phosphorylation in ligand-activated TrkB. As loading
control, the membrane was incubated with an anti-actin antibody.Results
Forskolin stimulates trkB expression in cortical neurons
In search of possible regulators of the trkB gene, we studied if
trkB mRNA expression was affected by changes in cAMP intra-
cellular levels. RNase protection assays were performed using total
RNA isolated from rat cultured cortical neurons that were stimu-
lated with 30 AM Fk for varying periods of time, because Fk is
known to produce an increase in intracellular cAMP levels (Insel
and Ostrom, 2003). The riboprobe used was designed to generate
two protected fragments of different size, one corresponding to the
trkB full-length and the other to the truncated isoforms. In addition,
a riboprobe for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) mRNA was included in the assay as a control. As
shown in Fig. 1A, a clear increase in both trkB full-length and trkB
truncated mRNAs was detected within 1 h of Fk induction and
continued increasing for at least 4 h. Quantitation of the bands
corresponding to each trkB mRNA isoform, after correction with
the expression level of GAPDH as loading control, from three
independent experiments is shown in Fig. 1B. Fk-stimulated trkB
expression with a rapid time course attaining an approximately 2.5-
to 3-fold increase in both full-length and truncated transcripts after
4 h. This result was confirmed by Western blot analysis. trkB
protein expression was studied in cortical neurons after 5- and 16-
h Fk treatment (Fig. 1C). Following the same pattern as their
mRNAs, exposure to Fk increases approximately 3.4-fold the full-
length trkB isoform and approximately 2.4-fold the truncated
receptors. Fk also increased the amount of phospho-trkB observed
in response to BDNF stimulation (Fig. 1D), demonstrating that
there is an increase of functional full-length trkB after Fk treat-
ment. This rapid activation of trkB expression suggested a direct
stimulation of the trkB gene transcription mediated by the presence
of a cAMP response element (CRE) in the regulatory sequences of
this gene. Indeed, a computerized search of the trkB gene 5V-
flanking region that we have previously characterized (Barettino et
al., 1999) revealed two putative CREs (trkB–CREs) located
between positions -920 and -900 of the trkB gene, spaced by four
nucleotides (gctCTGCGTCAgcccTCACGTCActt).
CREB interacts with the pair of two putative cAMP response
elements present in the trkB gene
To resolve if nuclear proteins from cortical neurons could bind
the trkB–CREs, we performed electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) assays with extracts from Fk-treated neurons during 2, 4,
and 6 h and the trkB–CREs probe (Fig. 2A). For comparison, we
did the same experiment with nuclear proteins from neuro (N)2a-
cerbA cells, a neuroblastoma cell line that has been made to
express its endogenous trkB gene (Pastor et al., 1994). Fk stimu-
lation increased the binding activity present in cortical neurons,
showing a good correlation between this increase and the stimu-
lation of trkB expression observed in Fig. 1. The same effect wasalso detected in nuclear extracts from Fk-stimulated N2a-cerbA
cells (Fig. 2A). Interestingly, these cells presented two major
retarded bands that increased after Fk addition. Next, we charac-
terized this binding activity by competing and comparing with a
canonical CRE (cCRE). Fig. 2B shows that competition with 50-
and 100-fold molar excess of unlabeled trkB–CREs (W) could
specifically inhibit the complex produced by the trkB–CREs as
well as the addition of 50- and 100-molar excess of unlabeled
cCRE (C). Cortical neuronal extracts presented one major specific
retarded band; meanwhile, the N2a-cerbA cells showed two,
migrating one of them (marked by the arrow) at the same position
as the major band found in cortical neurons. These protein/DNA
complexes were not affected by the addition of the nonspecific
oligonucleotide (NS). In both type of cell extracts, the presence of
nonspecific retarded bands was observed. EMSA using the cCRE
as probe and cortical neurons or N2a-cerbA nuclear extracts
produced similar specific protein/DNA complexes (Fig. 2C). When
analyzed simultaneously, the retarded complex(es) produced by the
trkB–CREs and the cCRE migrated at the same position in both
cortical neurons and N2a-cerbA cells (result not shown).
To resolve if CREB is a component of the protein complex that
binds to the trkB–CREs oligonucleotide, a specific anti-CREB
antibody was added to the protein/DNA binding reaction, and the
Fig. 2. Cortical neurons and neuroblastoma N2a-cerbA cells contain
protein(s) that bind to the trkB–CREs and consensus CRE sequences. (A)
EMSA using a 32P-labeled 25-bp probe containing the trkB–CREs motif
and Fk-stimulated nuclear extracts from cortical neurons or N2a-cerbA
cells. Cells were solvent-stimulated (0) or stimulated with 30 AM of Fk for
2, 4, 6, and 8 h. (B) Nuclear protein extracts from cortical neurons and N2a-
cerbA cultures stimulated with 30 AM of Fk for 4 h were used in EMSA
with the trkB–CREs probe. Competitors: NS indicates nonspecific
oligonucleotide; W, trkB–CREs, and C, consensus CRE. They were used
at 50- or 100-fold excess over the probe, represented by the black triangles.
(C) EMSA using 32P-labeled 26-bp probe containing the consensus CRE
motif (cCRE) and Fk-stimulated nuclear extracts from cortical neurons or
N2a-cerbA cells. The specific retarded bands are marked by arrows and
arrowheads. The arrow denotes the position of the DNA/protein complexes
formed by trkB–CREs and the consensus CRE in cortical neurons or N2a-
cerbA cells with the same electrophoretic mobility. Nonspecific retarded
bands (nsc) present in the nuclear extracts and free probe (fp) are marked.
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tion of the retarded bands, the gels were run for longer time as
described in Experimental methods. We found that in the presence
of the anti-CREB antibody, the major specific protein/DNA com-
plex (arrow) was supershifted (asterisk) in cortical neurons (Fig.
3A). No supershift was observed for the second minor specificFig. 3. CREB is part of the complex that binds to trkB–CREs. Antibodies
to CREB and/or to ATF-1 can supershift the protein complex from cortical
neurons (A) or N2a-cerbA cultures (B) stimulated with 30 AM of Fk for 4 h.
As control antibody, anti-p53 was used. Competitors, trkB–CREs (W) or
nonspecific (NS) oligonucleotides were added to the reaction at 100-fold
molar excess relative to the 32P-labeled probe. To increase the resolution of
the retarded bands, the gels were run for longer time as described in
Experimental methods, allowing the free probe to be released from the gel.
The radioactivity present at the bottom of the gel corresponds to the
nonspecific complex (nsc) shown in Fig. 2. Arrows show the specific trkB–
CREs retarded bands, and asterisks indicate the supershifted bands.
Fig. 4. The trkB–CREs are required for transactivation of the TrkB
promoter 2 in response to Fk stimulation. The transcriptional activity of
different 5V-deletion constructs of the trkB promoter cloned upstream the
CAT gene was tested in transient transfection experiments in N2a-cerbA
cells stimulated with solvent (open bars) or with Fk for 6 h (solid bars).
Duplicate 35-mm plates received 3 Ag of plasmid DNA, including 2 Ag of
the indicated CAT reporter and 1 Ag of the CMV-LacZ internal control
plasmid. Values are CAT activity normalized with its corresponding
luciferase activity. Results are the mean F SD of three different
experiments.
Fig. 5. CREB binds to the trkB–CREs and mediates trkB transcription.
N2a-cerbA cells were transfected with the dominant negative CREB
expression vectors at different concentrations, K-CREB (0 to 0.5 Ag) or A-
CREB (0 to 1 Ag). In each case, 1 Ag of -1600trkB-P2-Luc reporter and 0.5
Ag of the internal control plasmid SV40-LacZ were also cotransfected.
Sixteen hours after transfection, cells were stimulated with solvent (open
bars) or with 30 AM of Fk (solid bars) for 6 h. Cell extracts were then
assayed for luciferase and h-galactosidase activity. Each value represents
the mean of the relative luciferase activity F SD of three independent
experiments.
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member) or anti-p53 antibodies did not modify the migration of the
retarded bands, indicating that the effect of the anti-CREB anti-
body is specific and reflects the presence of CREB in the major
complex. On the other hand, the specific retarded bands found in
N2a-cerbA cell extracts shown in Fig. 2 were resolved in several
bands by means of these higher resolution gels (Fig. 3B). Addition
of anti-CREB antibody supershifted two of the most prominent
retarded bands (marked by arrows) to the positions marked by the
asterisks. Since the position of the lower supershifted band is very
close to the position of the higher molecular weight complex, we
observed a prominent increase of the retarded complex at this
position upon antibody addition (Fig. 3B). Anti-ATF-1 antibodies
supershifted the lower band, suggesting the presence of both
CREB family members in part of the complexes.
The trkB–CREs and CREB are required for transactivation of trkB
promoter P2 in response to Fk
The trkB gene is transcribed from two promoters with tran-
scription initiation sites localized at -1800 for promoter 1 (P1) and -
448 for promoter 2 (P2) (Barettino et al., 1999). To test the ability
of the trkB–CREs to regulate trkB promoter activity in response toFk, a series of deletion constructs were created. For the transient
transfection experiments, we used N2a-cerbA cells because of its
high efficiency of transfection and the facility of its culture. Sixteen
hours after transfection of the various deletion constructs, the
cultures were Fk-stimulated for 6 h and harvested for chloram-
phenicol acetyltransferase (CAT) assays. The construct long-P2
that contained the two putative CRE and the P2 was dramatically
activated after Fk treatment. In contrast, the short-P2 construct,
where these CREs were deleted, was unaffected by the treatment
(Fig. 4). Interestingly, these sequences do not confer transactivation
by Fk to the trkB P1, since two constructs of different length (long-
P1 and short-P1) showed no activation after Fk treatment, indicat-
ing that the second promoter mediates Fk regulation.
Although the gel shift experiments suggested that CREB is part
of the complex that forms at the trkB promoter (Fig. 3), they do not
show whether CREB is functionally required for promoter trans-
activation. We, therefore, examined the effect of expressing various
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-1600trkB-P2-luciferase (Luc) reporter in N2a-cerbA cells (Fig.
5). K-CREB, a CREB form with a mutation in the DNA binding
domain (Walton et al., 1992), acts as a dominant repressor of the
wild-type factor blocking the ability of wild-type CREB to bind to
the CRE when present as a K-CREB:CREB heterodimer. This
mutant acts as a dominant repressor in vivo, completely blocking
the ability of wild-type CREB to mediate induction by protein
kinase-A. When a K-CREB expression vector was cotransfected
into N2a-cerbA cells along with the -1600trkB-P2-Luc construct,
the presence of K-CREB effectively inhibited Fk stimulation of the
trkB P2-driven luciferase expression in a dose-dependent manner
(Fig. 5, upper panel). We also tested the effect of A-CREB, another
dominant negative mutant of CREB that works by a different
mechanism. A-CREB has an acidic amphipathic extension at the N
terminus of CREB leucine zipper domain. As a consequence, A-Fig. 6. Cyclic AMP activation of trkB promoter-2 is mediated by the PKA-
dependent phosphorylation of CREB and requires the presence of the
trkB–CREs. (A) N2a-cerbA cells were transfected with a constitutively
active PKA or nonactive mutated PKA (mtPKA) expression vectors,
together with the -1600trkB-P2-Luc reporter (left panel) or the
-1600DCRE-trkB-P2-Luc reporter vector (right panel) in which the putative
trkB–CREs are deleted. Results are the mean of the relative luciferase
activity F SD from three different experiments. (B) N2a-cerbA cells were
cotransfected with either PKA inhibitor expression vector (PKI) or a
mutated form of it (mtPKI) together with the trkB P2 reporter plasmid
(-1600trkB-P2-Luc). Cells were stimulated with solvent () or Fk (+) for 6
h before harvesting. In the right panel, N2a-cerbA cells were transfected
and stimulated as before, but the trkB P2 reporter plasmid was the deleted
mutant -1600DCRE-trkB-P2-Luc. Results are the mean of the relative
luciferase activity F SD from three different experiments.
Fig. 7. Activation of trkB promoter 2 by FK in cortical neurons is mediated
by CREB and the trkB-CREs. Cortical neurons were transfected with the-
1600trkB-P2-Luc reporter (left panel) or the -1600DCRE-trkB-P2-Luc
reporter vector (right panel). Cells were stimulated with 30 AM of Fk for 6
h or 2 mM 8Br-cAMP for 24 h. Parallel cultures were cotransfected with
0.5 Ag of the dominant negative mutant A-CREB and then Fk-stimulated
for 6 h before harvesting (+Fk+ACREB). Cell extracts were assayed for
luciferase and h-galactosidase activity. Each value represents the mean of
the relative luciferase activity F SD of three independent experiments.CREB dimerizes with CREB family members with high affinity
and prevents them from binding to CREs (Ahn et al., 1998). We
found that A-CREB is able to effectively inhibit Fk induction of
the -1600trkB-P2-Luc construct in a dose-dependent manner (Fig.
5, lower panel). These findings support the conclusion that CREB
plays a critical role in mediating the response of the trkB promoter
to increased cAMP levels produced by Fk treatment.
To directly evaluate the role of PKA and CREB phosphoryla-
tion in the control of trkB expression, we next looked at the effects
on trkB transcriptional activation of transfecting the catalytic
subunit of PKA or an inactive mutant (Howard et al., 1991). As
shown in Fig. 6A, PKA expression in N2a-cerbA markedly
increased the activity of the reporter -1600trkB-P2-Luc, meanwhile
the inactive mutant (mtPKA) did not modify its basal expression.
Furthermore, inhibition of CREB phosphorylation by expressing
the PKA inhibitor (PKI) (Day et al., 1989) abolished the FK-
dependent transactivation of -1600trkB-P2-Luc (Fig. 6B) but not
its inactive mutant (mtPKI). PKA/CREB activation of trkB pro-Table 1








The sequence of the consensus element present in the somatostatine gen (C)
is here compared to the CREs sequence of the trkB gene (W). Mutated (mt)
oligonucleotide containing mutations in the first CRE (M1), in the second
CRE (M2), or in both (M3) are shown. Oligonucleotides are in the 5Vto 3V
orientation. Italics indicate the mutated regions.
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construct, -1600DCREs-trkB-P2-Luc, was nonresponsive either
to Fk or to the expression of PKA (Fig. 6). Thus, activation of
trkB promoter 2 by Fk is mediated by the PKA-dependent
phosphorylation of CREB and requires the presence of the
trkB–CREs. Since the results presented, so far, have been obtained
in the neuroblastoma cell line N2a-cerbA, we sought to confirmFig. 8. The second trkB–CRE site is essential for the binding of CREB and th
complexes formed on the different probes containing the trkB–CREs motif (W) o
correspond to Fk-stimulated cortical neurons (upper panel) or N2a-cerbA (lower pa
specific trkB–CREs (W) or mutated (M1, M2, and M3) competitors. The specific r
position of the DNA/protein complexes formed by trkB–CREs in cortical neuro
retarded bands (nsc) present in the nuclear extracts and free probe (fp) are ma
transfected with 1 Ag of each reporter plasmid in which trkB–CREs (W) or the thre
TK promoter. After transfection, the cells were stimulated with 30 AM or Fk (solid
relative luciferase activity F SEM from three different experiments. ( P * < 0.05, P
t test).that the same mechanism was regulating trkB expression in cortical
neurons in response to Fk. To this aim, we transiently transfected
cortical neurons with the -1600trkB-P2-Luc construct and the
trkB–CREs deletion construct -1600DCREs-trkB-P2-Luc and
studied its activation in response to Fk (Fig. 7). Addition of Fk
or 8Br-cAMP activates trkB-P2 promoter, and this activation was
mediated by the trkB–CREs, since the deletion construct,e activation of a basal heterologous promoter by Fk. (A) EMSA showing
r three mutant forms (M1, M2, and M3) (Table 1). The nuclear cell extracts
nel) cells. Competition was performed with a 100-fold molar excess of cold-
etarded bands are marked by arrows and arrowheads. The arrow denotes the
ns or N2a-cerbA cells with the same electrophoretic mobility. Nonspecific
rked. (B) N2a-cerbA (left panel) and cortical neurons (right panel) were
e mutated forms (M1, M2, and M3) have been cloned upstream of the basal
bars) or solvent (open bars) for 6 h before harvesting. Values are mean of the
*** < 0.001, significantly different compared to unstimulated cells, Student
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8Br-cAMP. Furthermore, Fk activation of trkB-P2 promoter was
inhibited when the A-CREB mutant was cotransfected, supporting
the conclusion that CREB mediates Fk activation of the trkB. Thus,
trkB promoter 2 regulation in cortical neurons by Fk was mediated
by CREB and the presence of the trkB–CREs.
The second trkB–CRE site is responsible for transactivation and
CREB biding
To evaluate the contribution of each CRE element present in
trkB-P2, 25-mer oligonucleotides containing both trkB–CREs or
mutations in each CRE (M1, M2) or both (M3) were synthesized
(Table 1). Using these oligonucleotides as labeled probes, we
studied in a mobility gel shift assay their ability to bind cortical
neurons (Fig. 8A, upper panel) or N2a-cerbA (Fig. 8A, lower
panel) nuclear proteins. We found that incubation of nuclear
extracts, prepared from Fk-stimulated cells, with the oligonucleo-
tide containing the trkB–CREs motif (W) and the M1 variant,
resulted in the generation of the specific retarded band. On the
other hand, the M2 probe, with the mutation of the second putative
CRE, showed a very minor specific binding in cortical neurons as
well as in N2a-cerbA and displayed very low affinity binding for
CREB, since it was not able to compete the binding produced by
the wild-type or M1 probes. As expected, the double mutant (M3)
showed no binding site for CREB in both cortical neurons and
N2a-cerbA cells. Finally, we studied if the ability of each CRE
element to bind neuronal and N2a-cerbA nuclear proteins corre-
lated with their transactivation activity (Fig. 8B). The different
oligonucleotides (W, M1, M2, and M3) were cloned upstream of
the basal thymidine kinase (TK) promoter in the pTK-Luc plasmid
to evaluate their effect on the transactivation of a non-PKA-
regulated basal promoter. The response to Fk was analyzed after
transfecting N2a-cerbA cells (Fig. 8B, left panel) or cortical
neurons (Fig. 8B, right panel) with these reporter constructs. As
shown in Fig. 7B, Fk activated the TK promoter by the trkB–
CREs in cortical neurons as efficiently as in N2a-cerbA cells. For
comparison, one copy of the consensus CRE sequence was also
cloned in the same reporter and transfected in both cell types. We
found that the trkB–CREs sequence is capable of conferring a
cAMP induction similar to that produced by other CREs (results
not shown). The introduction of substitution mutations affecting
the second CRE sequence (M2), which showed a very weak
specific binding capacity in the EMSA experiments, resulted in
reporter constructs whose activation by Fk was not significant in
N2a-cerbA or neuronal cultures (Fig. 8B). However, the reporter
with the mutation on the first, and less conserved, CRE (M1) was
still activated by Fk, although to a lesser extent than the wild-type
sequence (Fig. 8B). All together, these results demonstrate that the
second CRE present in trkB promoter 2 is playing a major role on
trkB transcriptional activation in response to the stimulation of the
cAMP–PKA–CREB pathway in cortical neurons and N2a-cerbA
cells.Discussion
In this study, we have demonstrated that cAMP/PKA stim-
ulates trkB gene expression through the binding of CREB to a
CRE site located 450 nucleotides 5V of the site of transcription
initiation of the trkB P2. The expression of the neurotrophinreceptor trkB is rapidly increased in primary cultures of rat
cortical neurons after Fk treatment. Cortical neurons, as previ-
ously reported for hippocampal neurons, express predominantly
the full-length trkB receptor. In these cultures, elevation of cAMP
by Fk addition results in a robust and rapid increase of the trkB
expression for both full-length and truncated trkB receptors at the
mRNA and protein level. The quality of the response suggested
that this regulation could be transcriptional and that the putative
pair of CREs previously identified during our characterization of
the trkB gene could be active (Barettino et al., 1999). Transient
transfection experiments with different deletion mutants of the
trkB gene reveal that these CREs regulate the activity of the trkB
promoter 2 but not the promoter 1 in response to Fk (Fig. 4). The
specific regulation of this promoter does not have any implication
on the isoforms expressed, since both full-length and truncated
forms are transcribed from the two promoters. Interestingly,
cAMP signaling has also been reported to trigger the recruitment
of trkB to the cell surface (Meyer-Franke et al., 1998), thus an
increase in the cAMP levels would lead to more trkB present in
the plasma membrane due to both increased trkB synthesis and
membrane insertion.
The reported gel shift experiments showed that the sequence
containing the two putative CREs is specifically recognized by
protein(s) present in neuronal or neuroblastoma (N2a-cerbA)
nuclear extracts (Fig. 2) and that this specific binding is increased
upon Fk stimulation (Fig. 2A). Previous reports have demonstrated
that CREB is constitutively bound to DNA and that upon phos-
phorylation of Ser133, CREB transcriptional activity is induced
(Gonzalez and Montminy, 1989). Interestingly, it has been shown
that CREB binding to the consensus CRE element in the tyrosine
aminotransferase (TAT) promoter is induced following phosphor-
ylation of CREB by PKA (Nichols et al., 1992). The apparent dual
nature of CREB binding (constitutive vs. inducible) is postulated to
be due to the fact that there are two classes of CRE sites:
symmetric CRE sites (such as the palindromic sequence
TGACGTCA which contains two functional CGTCA units) and
asymmetric CRE sites (which contain only one functional CGTCA
unit) (Nichols et al., 1992). Genes such as somatostatin or BDNF
contain a symmetric (high-affinity) CRE site to which CREB is
constitutively bound by CREB. In contrast, asymmetric CRE sites,
such as the sites found in the TAT and proenkephalin genes, are
low affinity. As such, CREB binding to those low-affinity sites is
induced following PKA-mediated phosphorylation (Nichols et al.,
1992). Because the CRE sites located in the trkB promoter are both
symmetric (CRE2) and asymmetric (CRE1), it is possible that after
Fk treatment, the induction of the DNA-binding activity of CREB
would increase the binding of this transcription factor to the
asymmetric CRE1.
The protein composition of the retarded complex differs be-
tween neurons and N2a-cerbA cells, since only one major complex
is formed in neurons and two in the neuroblastoma cells. Although
we have not performed a detailed identification of the differential
protein–protein interactions at the CREs sites in the trkB gene, we
demonstrate the presence of CREB and ATF-1 in the supershift
assays with N2a-cerbA cell extracts (Fig. 3B). In contrast, it
appears that only CREB homodimers are present in cortical
neurons. Both the activation of CREB and the presence of the
trkB–CREs are essential to mediate Fk activation of the trkB
promoter P2, since a blockade of CREB function or deletion of the
trkB–CREs abolishes this activation in both N2a-cerbA cells (Fig.
5) and primary cortical neurons (Fig. 7). Our finding that CREB
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molecular bases to understand the strong correlation that has been
shown between increased CREB phosphorylation and stimulation
of trkB expression, in many physiological and experimental con-
ditions. Hence, hypoxic-/ischemic-induced brain damage causes an
increase in phospho-CREB inmunoreactivity in rat dentate granule
cells and neocortex (Walton et al., 1996), as well as increased trkB
expression (Merlio et al., 1993; Narumiya et al., 1998). Chronic
antidepressant administration increases the expression of CREB,
BDNF, and trkB (Nibuya et al., 1995), in such manner that the
regional distribution and time course for induction of CREB
correspond to that for BDNF and trkB, suggesting that both genes
are regulated by CREB activity. Indeed, BDNF is a target of CREB
family members that mediate its activation by a Ca2+/CRE element
present in the BDNF exon III promoter (Shieh et al., 1998; Tao et
al., 1998).
PKA plays a key role regulating trkB expression. Cotransfec-
tion of the -1600trkB-P2-luciferase fusion gene with the heat-
stable inhibitor of the PKA, PKI, blocks Fk-dependent activation
of the trkB gene showing that the Fk effect is mediated by an
increase in cAMP and the subsequent activation of PKA. In
addition, cotransfection with the catalytic subunit of PKA enhan-
ces reporter expression without additional Fk stimulation. Ac-
cordingly, expression of a mutant PKA regulatory subunit, unable
to bind cAMP, blocks the Fk-induced luciferase activity, further
demonstrating that PKA plays a key role regulating trkB expres-
sion (Fig. 6). The physiological relevance of our findings is
remarkable, because PKA activation and trkB expression have
been implicated in the induction of long-lasting LTP (L-LTP) in
the hippocampus. Stimulation of L-LTP leads to a dramatic
increase in trkB expression in hippocampal dentate granule
neurons (Dragunow et al., 1997), which is associated to the
translocation into the nucleus of active PKA and phosphorylation
of CREB (Abel and Maniatis, 1989; Impey et al., 1996; Mat-
sushita et al., 2001). Moreover, it has been recently shown that
G-protein-coupled receptors can modulate neuronal activity in
hippocampal neurons (Liu et al., 2003), and knockout of one of
these receptors leads to impairment of LTP (Otto et al., 2001).
Therefore, it is reasonable to speculate that changes in cAMP
levels induced by activation of G-protein-coupled receptors could
lead to the stimulation of trkB expression in the hippocampus.
Thus, our results provide, for the first time, a molecular link for
the regulation of trkB expression by PKA/CREB as part of the
cellular machinery implicated in the strengthening of specific
synapses, which occurs in long-lasting forms of LTP.
As previously mentioned, the CREs in the trkB promoter are of
the two types: symmetric (CRE2) and asymmetric (CRE1). The
CRE2 sequence has been shown to mediate Ca2+ responses in
many other reported genes by binding members of the CREB
transcription factor family (West et al., 2002), and it is identical to
the CRE present in the BDNF gene (Tao et al., 1998). Indeed,
during the preparation of the present manuscript, Kingsbury et al.
(2003) have reported that depolarization increases trkB expression
in mouse cortical neuronal cultures. This activation is mediated
through the trkB–CREs and the trkB promoter 2. In contrast with
our results, showing that Fk stimulates both the truncated and full-
length receptors from the P2 promoter, they found that Ca2+ entry
specifically stimulates the expression of the full-length receptor.
Since transcription from the P2 promoter is not linked to any
specific splicing and both isoforms are transcribed from this
promoter (Barettino et al., 1999), their results suggests thatdepolarization may also regulate the splicing mechanism leading
to the expression of the full-length receptor. Contrary to BDNF
gene, which can be induced by Ca2+ but not by cAMP, either Ca2+
(Kingsbury et al., 2003) or cAMP can activate the P2 promoter of
trkB. Because multiple signaling pathways converge at the level of
CREB, it will be interesting in the future to investigate the
interplay between these different signaling pathways and the
regulation of trkB expression. Hence, depending on the normal
or pathological conditions and in response to various physiological
signals, trkB expression could be differently regulated in neurons
or other cell types.Experimental methods
Cell culture and forskolin stimulation
Cortical neuron cultures
Primary cultures of cortical neurons were prepared from brain
cortices of Wistar rats embryos (E18/E19). Fetuses were obtained
under aseptic conditions, and the cerebral cortices were dissected
free of meninges and mechanically dissociated in 1 ml of minimum
essential medium (MEM, Invitrogen) supplemented with 16 Ag/ml
gentamicin, 2mM glutamine, 0.6% glucose, 10% fetal bovine
serum (FBS), and 10% horse serum. The dissociated neurons were
plated on 100-mm plates precoated with poly-D-lysine (10 Ag/ml,
Sigma) and laminin (4 Ag/ml, Sigma) at a density of 20  106 cells
and maintained at 37jC in a humidified incubator with 5% CO2.
Two hours after plating, two sterile glass coverslips were placed on
top of the cultures, and the cells were sandwiched between the
coverslip and the bottom of the plate (Brewer and Cotman, 1989).
Under these conditions, most of the cells are neurons on 5 days in
vitro (DIV). To induce PKA activation, cells were stimulated on
Day 5 with 30 AM of Fk at different time points, using cells treated
with solvent as a control. The day before stimulation, medium was
changed to MEM supplemented as before but with 1% FBS and no
horse serum.
Neuro 2a-cerbA (N2a-cerbA) cultures
N2a-cerbA is a cell line obtained after retroviral infection of the
parental line (N2a) to induce the expression of the thyroid hormone
receptor alpha (c-erbA). Inversely to the N2a cells, this new cell
line expresses the full-length trkB isoform (Pastor et al., 1994).
Cells were grown in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine, 50 U/ml penicillin,
and 50 Ag/ml of streptomycin. Cells were plated at a density of
25  104 cells per 35-mm dish on the day before transfection and
at a density of 8  105 cells per 100-mm plate 2 days before
nuclear protein extraction. Cells were stimulated for different times
with 30 AM of Fk.
RNA analysis
Preparation of RNA
Total RNA was extracted from cultures of cortical neurons,
unstimulated or stimulated with 30 AM of Fk for different times,
using ‘‘Tri Reagent’’ (Sigma). The RNA samples were treated with
RNase-free DNaseI (10 units, Promega) to eliminate any contam-
inating genomic DNA and then reextracted and precipitated. RNA
was quantified by spectrophotometry and checked by 1% agarose
gel electrophoresis.
ell. Neurosci. 26 (2004) 470–480RNase protection assays
32P-labeled antisense riboprobes were prepared by in vitro
transcription with T3 or T7 RNA polymerase using the MAXI-
script In Vitro Transcription Kit (Ambion) in the presence of 32P-a-
CTP. The TrkB riboprobe is a HincII-Sca I 391-base pair (bp)
fragment from rat trkB c-DNA (Middlemas et al., 1991) and
protects two fragments of 391 bp (trkB full-length) and 238 bp
(trkB truncated) (Lindefors et al., 1995). As loading control, an
antisense cRNA probe detecting the glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) transcript was synthesized using a frag-
ment spanning nucleotides 196 to 357 of the rat GAPDH cDNA.
RNase protection assays were performed using the RPAII Ribo-
nuclease Protection Assay Kit (Ambion). In each reaction, 20 Ag of
total RNA extracted from cortical neurons was hybridized to the
antisense trkB and GAPDH cRNA probes, as recommended by the
manufacturer. Protected fragments were separated on 6% poly-
acrylamide sequencing gels that were dried and exposed to X-ray
films at 70jC with intensifying screens. Densitometric analysis
of the bands using the NIH Image analysis software was used to
obtain the relative values for mRNA levels. Values obtained for
trkB-protected fragments were normalized with the results obtained
for the GAPDH probe.
Western blot analysis
Cortical neurons were grown in 6-well plates at a density of 3 
106 cells per well in Neurobasal medium (Invitrogen) supple-
mented with 2 mM L-glutamine, 50 U/ml penicillin, 50 Ag/ml
streptomicin, and 2% B27 supplement (Invitrogen) and incubated
at 37jC and 5% CO2. On Day 5 after plating, cells were stimulated
with 30 AM of Fk for different times. Cells were harvested directly
into 125 Al of boiling 1:4 Laemmli sample buffer; 25 Al of the total
volume was loaded onto 6% or 8% SDS–PAGE gels. Western
blotting was performed with ECL assay (Amersham Biosciences)
using antibodies to the extracellular domain of trkB (Santa Cruz
Biotechnology, H-181) at 1:500, anti-phospho-trkA (Tyr-490; Cell




The constructs long-P2 and short-P2 were generated by sub-
cloning fragments spanning nucleotide -1606 or -871 to -325
referred to mouse trkB translation start site into a derivative of
the promoterless pBLCAT-3 plasmid (see Fig. 4). These constructs
only contained the promoter 2 (P2) of the trkB gene (Barettino et al.,
1999). For analysis of the cAMP-dependent trkB activation of the
P1 promoter, two other constructs were generated, long-P1 and
short-P1, containing the fragments from -5130 or -2698 to -871,
respectively, where the P2 promoter has been deleted. The reporter
plasmid -1600trkB-P2-Luc, equivalent to long-P2, contains frag-
ment -1606 to -325 subcloned into the pGL3-basic firefly luciferase
vector (Promega Madison, WI). Construct -1600DCREs-trkB-P2-
Luc, where the putative trkB –CREs (CTGCGTCAgcccT-
CACGTCA) are deleted, was generated by the overlapping poly-
merase chain reaction (PCR) mutagenesis strategy. The mutated
trkB promoter sequence from -1606 to -325 was inserted into the
XhoI and HindIII sites of pGL3. The following oligonucleotide
sequences were used: -1606.trkB sense: 5V-GGA CTC GAG CAC
TTC TCT CTT GGC AGA AAC CC-3V, which incorporates a XhoI
R. Deogracias et al. / Mol. C478site; -325.trkB antisense: 5V-GGA AAG CTT TAT CGG TGC GCA
CCT CAG GGC-3V, which included a HindIII site; and two over-
lapping primers with the two trkB–CREs deleted: DtrkB,CREs
(sense): 5V-GCC CCT GCTAGATCT TCG CCA GCA GTA GCA
GAGGC-3Vand DCREs-trkB (antisense): 5V-CTG CTGGCGAAG
ATC TAG CAG GGG CAG AAA CTC CAG AA-3V. The intro-
duction of a BglII restriction site in the DCREs-trkB primers
allowed quick confirmation of the mutation. To study the regulation
of a heterologous promoter, 25-mer oligonucleotides with the
sequence of the two CREs-trkB and their different mutations (see
Table 1) were subcloned in plasmid pTK-Luc by using the 5V-
HindIII and 3V-XhoI restriction sites. The fidelity of each construct
was verified by automated sequencing in the Instituto de Inves-
tigaciones Biomedicas Core Facility.
Expression vectors for wild-type and mutant forms of the
catalytic subunit of cAMP-dependent protein kinase (PKA and
mtPKA, respectively) (Maurer, 1989), as well as for the heat-stable
inhibitor of PKA (PKI) and a mutant form (mtPKI) (Day et al.,
1989; Howard et al., 1991), were kindly provided by Dr. R.A.
Maurer (Oregon Health Science University, Portland). Expression
vectors for the dominant negative forms of CREB, K-CREB
(Walton et al., 1992), and A-CREB (Ahn et al., 1998) were kindly
granted by Dr. R.H. Goodman (Oregon Health Science University)
and Dr. C. Vinson (The Johns Hopkins University School of
Medicine, Baltimore), respectively.
Transfection experiments in N2a-cerbA cell line
N2a-cerbA cells were grown as above. Before transfection,
medium was removed, and transfection was performed by the
calcium phosphate method. Each 35-mm culture plate received 1
Ag of the appropriate reporter construct, 1 Ag of the internal control
plasmid Rous sarcoma virus (RSV)-Luc, RSV-LacZ, CMV-LacZ
or SV40-LacZ, and up to 1 Ag of the different expression vectors.
Total amount of the expression vectors transfected was always
normalized with the addition of the corresponding empty expres-
sion vector. Sixteen to eighteen hours after DNA addition, the
medium was replenished and Fk or solvent added for 6 h before
harvesting for determination of h-galactosidase, luciferase, or CAT
activities by standard procedures.
Transfection experiments in cortical neurons
Cortical neurons were isolated as above and plated at a density
of 2.5  105 cells per well in 24-well plates, grown in Neurobasal
medium supplemented as above. Five days after plating, cells were
transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen), following the
manufacturer’s protocol. Each well received 0.5 Ag of the internal
control plasmid EF-LacZ and 0.5 Ag of the appropriated reporter
plasmid. Stimulations were performed 48 h after transfection.
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)
Nuclear proteins extraction
Cortical neurons and N2a-cerbA cells were stimulated with 30
AM Fk for 4 h and scraped into 1.5 ml of cold phosphate-buffered
saline (PBS). The cells were pelleted by centrifugation for 3 min at
4jC and 4000 rpm and then resuspended in 0.2 ml of hypo B
buffer (10 mM Tris–HCl pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5
mM PMSF, 1 mM DTT, and 1 mM Na3VO4). The whole nuclei
were then collected by a brief 15-s centrifugation. The nuclear
pellets were resuspended in 0.2 ml lysis (LS) buffer (hypo B buffer,
0.4% NP-40) and placed for 10 min on ice. Nuclei were then
R. Deogracias et al. / Mol. Cell. Neurosci. 26 (2004) 470–480 479collected by centrifugation for 3 min at 4jC and resuspended in
20–40 Al of cold LS buffer (20 mM Tris–HCl pH 7.4, 29%
glycerol, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.7M KCl, 0.5 mM
PMSF, 1 mM DTT, and 1 mM Na3VO4) and incubated for 30 min
on ice to extract nuclear proteins. Cellular debris was removed by
centrifugation for 30 min at 4jC, and the supernatants were
aliquoted and stored frozen at 80jC. Protein amount was
determined using the BCA Protein Assay Kit (Pierce).
Gel mobility shift assays (EMSA)
The probes corresponding to the trkB–CREs mutated trkB–
CREs (M1, M2, and M3), and consensus CRE (C) sequences were
synthesized as complementary oligodeoxyribonucleotide strands
(Table 1) and labeled with T4 polynucleotide kinase according to
standard procedures. Binding of CREB to these labeled probes was
carried out in a 13,2-Al reaction mixture containing 10% glycerol, 5
mM MgCl2, 100 mM KCl, 20 mM HEPES pH 7.4, 5 mM DTT,
0.1% TritonX-100, 0.2 mg/ml poly(dI-dC), 5 Ag of bovine serum
albumin, and 10 Ag of nuclear extract. In antibody supershift
assays, reaction mixtures were preincubated with 2 Al of anti-
CREB polyclonal antibody (New England Biolabs Cat. No. 9192),
anti-ATF-1 (Santa Cruz, sc-243X ), and anti-p53 (Santa Cruz sc-
6243) for 40 min at room temperature and 1 h on ice before the
addition of the labeled probe. For competition analysis, 5 min
before the addition of the labeled probe, 1.2 Al of a solution
containing a 50- or 100-fold molar excess of the specific trkB–
CREs (W), cCRE (C), or unspecific (NS) unlabeled oligonucleo-
tides was added to the reaction mixture kept on ice. The binding
reaction was initiated by the addition of 1.2 Al of a solution
containing approximately 50,000 cpm of the 32P-labeled probe
and continued for 15 min on ice. The entire volume was loaded
onto a 6% polyacrylamide gel in TBE buffer. Gels were run in the
same buffer in the cold at 250 V for 2 h 30 min in the competition
assays or 4 h 30 min in supershift experiments. After electropho-
resis, gels were dried and exposed to Kodak X-ray films.Acknowledgments
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Receptor Is Down-regulated by Excitotoxic Stimulation and
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The N-methyl-D-aspartate (NMDA) type of glutamate receptor
(NMDAR) plays central roles in normal and pathological neuronal
functioning. We have examined the regulation of the NR1 subunit
of theNMDAR in response to excessive activation of this receptor in
in vitro and in vivomodels of excitotoxicity. NR1protein expression
in cultured cortical neurons was specifically reduced by stimulation
with 100 M NMDA or glutamate. NMDA decreased NR1 protein
amounts by 71% after 8 h. Low NMDA concentrations (<10 M)
had no effect. NR1 down-regulation was inhibited by the general
NMDAR antagonist DL-AP5 and also by ifenprodil, which specifi-
cally antagonizes NMDARs containing NR2B subunits. Arrest of
NMDAR signaling with DL-AP5 after brief exposure to NMDA did
not prevent subsequentNR1 decrease. Down-regulation of NR1 did
not involve calpain cleavage but resulted from a decrease in de novo
synthesis consequence of reduced mRNA amounts. In contrast,
NMDA did not alter the expression of NR2A mRNA or newly syn-
thesized protein. In neurons transiently transfected with an NR1
promoter/luciferase reporter construct, promoter activity was
reduced by 68% after 2 h of stimulation with NMDA, and its inhibi-
tion required extracellular calcium. A similar mechanism of auto-
regulation of the receptor probably operates during cerebral ische-
mia, because NR1 mRNA and protein were strongly decreased at
early stages of blood reperfusion in the infarcted brains of rats sub-
jected to occlusion of themiddle cerebral artery. BecauseNR1 is the
obligatory subunit of NMDARs, this regulatory mechanism will be
fundamental to NMDAR functioning.
The N-methyl-D-aspartate (NMDA)5 type of glutamate receptor
(NMDAR) plays key roles in neuronal plasticity, learning, and memory
in the central nervous system, most of which are related to its high
permeability to Ca2 (1). However, excessive activation of NMDARs
induces excitotoxic cell death and contributes to neuronal degeneration
in hypoxia, ischemia, and several neurodegenerative pathologies (2).
Functional NMDARs are hetero-oligomeric proteins composed of an
obligatory NR1 subunit (3–7) and NR2 subunits, denoted A–D (3, 4, 8,
9). It is these NR2 subunits that confer functional variability to the
receptor. In the post-synaptic membrane, NMDARs form large and
dynamic signaling complexes by association with additional proteins
(10), although there are also extrasynaptic NMDARs, which trigger dif-
ferent responses (11).
NMDARs are subjected tomultiple levels of regulation, affecting sub-
unit expression, subcellular location, and the assembly of functional
receptors and their signaling complexes (12–17). The NR1 gene is
expressed in virtually all neurons, whereas NR2 transcripts display
developmental and regional patterns (5, 18). The NR1 gene is transcrip-
tionally up-regulated during neuronal differentiation, mostly by pro-
moter de-repression (19), although positive mechanisms are also
required. Post-transcriptional mechanisms also contribute to NR1 reg-
ulation in brain development, and two pools of mRNA, with different
translational activities, have been described (20). In addition, an impor-
tant level of control is exerted at the level of protein turnover and traf-
ficking. There is a close coordination in neurons between the assembly
of functional heteromeric receptors and the fate of the individual sub-
units, as exemplified by the existence of two pools of NR1 protein that
are differently assembled to the NR2 subunits and that have distinct
turnover rates (21–23).
This dynamic regulation of NMDAR expression and function is
highly sensitive to activation of the receptors by their ligands; activation-
dependent targeting and trafficking of NMDARs to and from synapses
is fundamental to synaptic maturation and plasticity and is driven by
mechanisms that accurately regulate receptor number (12, 24). We are
interested in how NMDAR expression and function are affected by
overactivation of this receptor by excitotoxic brain insults. In cultured
neurons and during forebrain ischemia, excitotoxicity induces C-termi-
nal cleavage of the NR2A and NR2B subunits (25–27). This cleavage is
mediated by the Ca2-dependent protease calpain and might represent
a negative feedback mechanism to down-regulate NMDAR function.
Such a possibility is supported by the significant reduction in whole cell
NMDAR-mediated currents induced by prolonged stimulation of
acutely isolated or cultured cortical neurons with glutamate or NMDA
(27). However, the role of NR1 subunits in the response to NMDAR
overactivation has remained to be established.
In this study, we have examined the effect of NMDAR overstimula-
tion onNR1 expression in vitro and in vivo.We show that brief exposure
of cortical neurons to excitotoxic concentrations of NMDA provokes a
rapid, specific, and irreversible inhibition of NR1 transcription via a
mechanism that requires the activation of receptors containing the
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A. R.-P.) and PM99-0115 (to J. R.) from the “Direccio´n General de Investigacio´n Cien-
tı´fica y Te´cnica” (Ministerio de Ciencia y Tecnologı´a).
1 Recipient of a predoctoral fellowship from the Comunidad de Madrid.
2 Recipient of a predoctoral fellowship fromMinisterio de Ciencia y Tecnologı´a.
3 Recipient of a predoctoral fellowship from Fundacio´n Teo´filo Hernando. Present
address: Instituto de Investigaciones Biome´dicas “Alberto Sols,” CSIC-UAM, Arturo
Duperier, 4, 28029-Madrid, Spain.
4 Researcher of the Ramo´n y Cajal Program. To whom correspondence should be
addressed. Tel.: 34-91-5854448; Fax: 34-91-5854401; E-mail: mdiazguerra@
iib.uam.es.
5 The abbreviations used are: NMDA, N-methyl-D-aspartate; NMDAR, NMDA receptor;
CiIII, carbobenzoxy-valinyl-phenylalaninal; CREB, cAMP response element-binding
protein; DL-AP5, 2-amino-phosphonopentanoic acid; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; MCAO, middle cerebral artery occlusion; MTT, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium; BAPTA-AM, 1,2-bis-(o-aminophe-
noxy)-ethane-N,N,N,N-tetraacetic acid tetra(acetoxymethyl)ester; NSE, neuronal
specific enolase; PBS, phosphate-buffered saline; RIPA, radioimmune precipitation
assay; MOPS, 4-morpholinepropanesulfonic acid.
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 280, NO. 41, pp. 35018–35027, October 14, 2005
© 2005 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc. Printed in the U.S.A.
35018 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 280•NUMBER 41•OCTOBER 14, 2005
NR2B subunit. Strong decreases in NR1 mRNA and protein were also
observed during the reperfusion of infarcted rat brains. Given that the
NR1 subunit is an essential component of the NMDAR, any modifica-
tion of its expression will likely have a significant impact on receptor
function. Our results thus reveal a new and important mechanism of
autoregulation of the receptor by its agonist.
MATERIALS ANDMETHODS
Chemicals—The NMDAR antagonists 2-amino-phosphonopen-
tanoic acid (DL-AP5) and ifenprodil were from Tocris-Cookson (Bris-
tol, UK). NMDA, glutamate, glycine, cytosine -D-arabinofuranoside,
actinomycin D, poly-L-lysine, L-laminin, and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) were all from Sigma. Carbobenzo-
xy-valinyl-phenylalaninal (calpain inhibitor III, herein after referred to
as CiIII) and 1,2-bis-(o-aminophenoxy)-ethane-N,N,N,N-tetraacetic
acid tetra(acetoxymethyl)ester (BAPTA-AM) were from Calbiochem
(Darmstadt, Germany).
Primary Neuronal Culture—Primary culture of embryonic rat neu-
rons was essentially as described (28) with some modifications. The
plates were treated with poly-L-lysine (100 g/ml) and laminin (4
g/ml) overnight at 37 °C before seeding. Cerebral cortices from
18-day-old rat embryos (Wistar) were dissected and mechanically dis-
sociated in culture medium (Eagle’s minimum medium supplemented
with 28.5 mM NaHCO3, 22.2 mM glucose, 0.1 mM glutamine, 5% fetal
bovine serum, and 5% donor horse serum). The cells were seeded at a
density of 0.3 105 cells/cm2 in the samemedium. To inhibit growth of
glial cells, cytosine -D-arabinofuranoside (10 M) was added to the
culture at day 7 and maintained until the end of experiments.
Experimental treatments were begun after 14 days in culture, at
which time NR2A and NR2B subunits are both expressed. The follow-
ing concentrations of reagents were used for pretreatments or treat-
ments, as indicated under “Results”: 100MNMDA, 10M glycine, 100
M glutamate, 200 M DL-AP5, 10 M ifenprodil, 10 M CiIII, 40 M
BAPTA-AM, 2mMEGTA, and 2.5g/ml actinomycinD. Excitotoxicity
was always induced by combined treatment with either NMDA or glu-
tamate and the co-agonist glycine.
Assessment of Neuronal Injury—We used the MTT reduction assay
to measure cell viability. MTT (0.5 mg/ml) was added to the medium,
and after 4 h at 37 °C the formazan salts formedwere solubilized in 5mM
HCl containing 5% SDS and were spectophotometrically quantified at
570 nm. The contribution to the absorbance of glial cells in the mixed
cultures was established by exposing sister cultures to 400 M NMDA
and 10 M glycine for 24 h before MTT assay. These conditions induce
nearly complete neuronal death but no glial damage. Once these values
were subtracted, we calculated the viability of stimulated neurons rela-
tive to the untreated ones.
Immunoblot Analysis—The cultures were lysed in RIPA buffer (10
mM Na2HPO4, pH 7.2, 150 mM NaCl, 1% sodium deoxicolate, 1% Non-
idet P-40, 0.1% SDS) containing protease inhibitors (1 mM phenylmeth-
ylsulfonyl fluoride, 0.2 mM 1,10-phenanthroline, 10 g/ml pepstatin A,
10 g/ml leupeptin, 10 g/ml aprotinin, and 10 mM benzamidine).
Brain samples were homogenized in RIPA buffer containing 1% SDS, 1
mM dithiothreitol, and protease inhibitors as above. Protein concentra-
tions were determined with the BCA reagent from Pierce. Equal
amounts of protein (25–50 g) were separated by polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred to polyvinylidene difluoride mem-
branes (Pall; Life Sciences).
Immunodetection of proteins was performed by standard proce-
dures. NR1 expression was detected with an anti-NMDARNR1 mono-
clonal antibody (Pharmingen, San Diego, CA). Polyclonal antibodies
were used to detect neuronal specific enolase (NSE) (ICN Biomedicals)
and conserved regions in the N terminus (Pharmingen) and C terminus
(Chemicon, Temacula, CA) ofNMDAR subunits NR2A and 2B. Protein
loading was monitored by comparison with the staining with an anti--
actinmonoclonal antibody (Sigma). Goat secondary antibodies coupled
to horseradish peroxidase were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Immunocomplexeswere detectedwith the Bioluminescence
kit fromPerkinElmer Life Sciences. Densitometric analysis of bandswas
performed with NIH Image analysis software.
Immunofluorescence—Primary cultures were grown on coverslips
treated with poly-L-lysine and L-laminin as before. After stimulation
withNMDAand glycine as indicated, theywere fixed for 2min at 4 °C in
4% (w/v) paraformaldehyde in phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS),
washed with PBS, and permeabilized for 2 min at20 °C in methanol.
Nonspecific sites were blocked for 30 min at room temperature in 10%
(v/v) horse serum, 0.1% (v/v) Triton X-100 in PBS, and the same solu-
tion was used for antibody dilution.
The cells were incubated with the monoclonal antibody for NR1 for
1 h at room temperature and, after washes, with an Alexa-488 conju-
gated secondary antibody for a further hour. Nuclear DNA was labeled
with 2MTO-PRO3 iodide (Molecular Probes) added to the secondary
antibody solution. The coverslips were mounted in Fluoromount-G
(SouthernBiotech), and immunoreactivity was detected by examination
under a Radiance 2000 confocal microscope (Bio-Rad) coupled to an
inverted Axiovert S100 TV microcope (Zeiss) fitted with a 63 Plan-
Apochromat oil immersion objective.Overlaying theNR1 andTO-PRO
3 images produced the two-color merged image.
Metabolic Labeling and Immunoprecipitation—The cells were
starved for 3 h in Dulbecco’s modified Eagle’s medium without
methionine or cysteine (Biowhittaker) and containing 200 M DL-
AP5. They were then labeled for 4 h with 150 Ci/ml of [35S]methi-
onine cysteine, washed with cold PBS, and lysed in RIPA buffer as
before. When indicated, NMDA and glycine were present during
starvation and labeling.
The trichloroacetic acid-precipitable counts in the extracts were
measured, and equivalent counts were incubated with the following
antibodies: anti-NR1 (2.5 g); anti-NR2A/B (C-ter) (0.5 g); or a rabbit
polyclonal specific for calnexin (0.5 l) (StressGen Biotechnologies,
Victoria, Canada). The immunocomplexes were precipitated with 100
l of 10% Protein A Sepharose (Sigma), and the beads were washed four
times with RIPA buffer before solubilization in sample buffer.
Northern Blot Analysis—Total RNA was prepared using TriReagent
(Sigma) according to the manufacturer’s instructions. Approximately
10 g of total RNA were fractionated on 1% agarose gels prepared in 20
mM MOPS buffer, pH 7.2, 0.6% formaldehyde. After transfer to nylon
membranes, the RNA was hybridized to DNA probes corresponding to
nucleotides 34–378 of rat -actin cDNA or nucleotides 344–1280 of
the NR1–1a splice variant, labeled by standard procedures.
RNase Protection Assay—Total RNA was treated with RNase-free
DNase I (10 units, Promega) to eliminate any contaminating genomic
DNA and then extracted and precipitated. RNAwas quantified by spec-
trophotometry and checked by 1% agarose gel electrophoresis.
Antisense riboprobes were prepared by in vitro transcription with T3
or T7 RNA polymerase in the presence of [-32P]CTP, by use of the
MAXIscript in vitro transcription kit (Ambion). The probe used for
NR1 spans nucleotides 1250–1556 of the rat NR1 cDNA and corre-
sponds to exons 7–9; that used for NR2A spans nucleotides 2442–2683
of the rat NR2A cDNA. As a loading control, we synthesized an anti-
sense cRNA probe spanning nucleotides 196–357 of the rat glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) cDNA.
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RNase protection assays were performed with the RPAII ribonucle-
ase protection assay kit (Ambion). Total RNA from brain cortices or
cultured neurons (15–20 g) was hybridized to NR1 or NR2A probes
together with GAPDH cRNA. Protected fragments were separated on
6% polyacrylamide sequencing gels, which were dried and exposed to
x-ray films. Quantitation was performed with a Packard Instantimager,
and the values were normalized to those obtained for GAPDH.
Quantitative Real Time PCR—Total RNA (2 g) was transcribed in
reverse by extension of random hexamers with Moloney murine leuke-
mia virus reverse transcriptase (Promega). PCRs (20l) contained 0.5l
of cDNA, 0.05 units of Taq polymerase (Biotools), 0.2 mM dNTPs, 0.2
M amplification primers, 1:40000 Sybr Green, and 3 mM MgCl2. The
PCR was performed in a Rotor-Gene 2000 thermocycler (Corbett
Research, Sidney, Australia). Denaturation at 95 °C for 2 min was fol-
lowed by 35 cycles of 95 °C for 20 s, 62 °C for 20 s, and 72 °C for 30 s.
The NR1 forward primer spanned nucleotides 1473–1493 of the
cDNA (5-TCCACCAAGAGCCCTTCGTG), and the reverse primer
spanned nucleotides 1541–1561 (5-AGTTCAACAATCCGAAAAG-
CTGA). The 108-bp region amplified by this primer set is common to all
NR1 isoforms. NR1 transcript amplification was normalized against
NR2A; the forward primer spanned nucleotides 1250–1270 (5-AC-
GACTGGGACTACAGCCTG), and the reverse primer spanned nucle-
otides 1344–1364 (5-CTTCTCTGCCTGCCCATAGC), amplifying a
134-bp region of the NR2A cDNA.
Cell Transfection and Gene Reporter Assay—The plasmids pNRL5.4
(19) and 356 (29) were kindly provided by Dr. Guang Bai, and contain,
respectively, 5.4-kb and 356-bp sequences of the rat NR1 promoter
cloned upstream of the firefly luciferase reporter gene. Plasmid pRL-
SV40 (Promega) contains the SV40 early enhancer/promoter region in
control of the constitutive expression of Renilla luciferase.
Neurons cultured for 12 days were transfected plasmid DNA incor-
porated into Lipofectamine 2000 liposomes (Invitrogen). DNA-lipo-
somes complexes were prepared in neurobasal medium (Invitrogen),
with the NR1 promoter plasmids in a 5:1 molar excess over pRL-SV40.
Two hours after addition to cells, the liposomes were removed, and the
neurons were fed with conditioned medium. In control experiments,
the efficiency of transfection was estimated to be around a 15%. After
transfection, the cells were maintained in culture for 40 h before exper-
imental treatments.
When indicated, the cells were pretreated for 2 h before stimulation
with CiIII or with one of the Ca2 chelators BAPTA-AMor EGTA. The
cells were stimulated for the indicated times with NMDA/glycine, with
or without DL-AP5 or ifenprodil. In the experiments with the Ca2
chelators, after stimulation with NMDA/glycine for 1 h, the cells were
washed, fed with conditioned medium plus DL-AP5, and analyzed 24 h
later. Reporter gene activities were determined by the dual luciferase
reporter assay system from Promega; firefly luciferase activity was nor-
malized to the Renilla values obtained in the same sample.
Animal Model of Cerebral Ischemia—All of the animal procedures
were performed in compliance with European Community law 86/609/
EEC and were approved by the ethics committee of the Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientı´ficas.Male Sprague-Dawley rats (275–300
g) were anesthetized by intraperitoneal injectionwith a solution of diaz-
epam (5 mg/kg), ketamine hydrochloride (Ketolar, 62.5 mg/kg), and
atropine (0.25 mg/kg). The femoral artery was cannulated for continu-
ous monitoring of arterial pressure and blood sampling. Analysis of
blood pH, gases, and glucose was performed before and 15 min after
occlusion and 10 min after reperfusion. Body and brain temperatures
were respectively maintained at 37 0.5 °C and 36 0.5 °C during the
whole procedure.
The surgical procedure was a variant of that described by Chen et al.
(30) and Liu et al. (31). A small craniectomy was made over the trunk of
the right middle cerebral artery and above the rhinal fissure, and the
artery was transitorily ligated with a 9–0 suture just before its bifurca-
tion into the frontal and parietal branches. Complete interruption of
blood flow was confirmed by observation under an operating micro-
scope. Then both common carotid arteries were also occluded, and all
three arteries were kept this way for 60 min before reperfusion. After
blood reperfusion for the indicated times, the animals were sacrificed by
an inhaled overdose of halotane and decapitated. Sham-operated ani-
mals were subjected to anesthesia and surgical procedure but the occlu-
sion of the arteries was omitted.
For the protein extracts, the brain was sectioned into 2-mm-thick
slices and stained with a 2% solution of triphenyltetrazolium chloride.
The unstained area of the cerebral cortex (right hemisphere), defined as
infarcted tissue, was dissected; the corresponding contralateral region
in the left hemisphere was also dissected for comparison. To prepare
RNA, dissection of the infarcted and contralateral cortical tissue was
performed directly in whole brain, and the samples were immediately
frozen in liquid nitrogen until further use. For immunohistochemistry,
24 h after blood reperfusion, the rats were deeply anesthetized as before
and perfused intracardially with cold 4% paraformaldehyde in PBS. The
brains were removed immediately and post-fixed in the same fixative at
4 °C for an additional 24 h. They were then cryoprotected by serial
immersion for at least 6 h in increasing concentrations of sucrose (10,
15, and 20%) in PBS at 4 °C. Frozen coronal sections (25m thick) were
then prepared in a cryostat (Leica, Heidelberg, Germany) and processed
for immunohistochemistry.
Immunohistochemistry—The infarcted tissue in the neocortex was
identified by Nissl (0.1% (w/v) cresyl violet) staining of slide-mounted
coronal sections. Adjacent sections were then processed for immuno-
fluorescence. Briefly, the sections were permeabilized and blocked by
treatmentwith 5% (v/v) sheep serumand 0.3% (v/v) TritonX-100 in PBS
for 1 h at room temperature. This same solution was used for antibody
dilution; washes were performed in 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS. The
sections were incubated overnight at 4 °C with the NR1 monoclonal
antibody (1:100). After several washes, the sections were incubated at
room temperature for 60minwith theAlexa Fluor 568-conjugated anti-
mouse IgG secondary antibody (1:400) (Molecular Probes, Eugene,OR).
After further washes, the sections were counterstained for 1 h at room
temperature with 2 M TO-PRO 3 iodide (Molecular Probes) before
mounting in Fluoromount-G solution (SouthernBiotech). Parallel con-
trols without primary antibody showed very low levels of nonspecific
staining. Confocal images were acquired as described above.
RESULTS
Excitotoxic Activation of the NMDAR Down-regulates Expression of
the NMDARNR1 Subunit in Vitro—In this investigation, we have char-
acterized the effect that activation of theNMDARhas on the expression
of NR1, a critical subunit of this glutamate receptor. Primary cultured
rat cortical neurons of 14 days in vitrowere incubated withNMDA (100
M) and the co-agonist glycine (10 M), and steady-state NR1 protein
levels were determined by immunoblot analysis with amonoclonal anti-
body directed to an extracellular domain of this protein (Fig. 1A). Com-
pared with untreated cells, there was a marked decrease in NR1 immu-
noreactivity after 8 h of agonist treatment. This effect was further
accentuated by longer treatment, with NR1 protein nearly undetectable
after 48 h. NMDAhad no effect on the expression levels of the unrelated
protein -actin at any time tested.
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Immunofluorescence of primary cultures confirmed these results
(Fig. 1B). In untreated cells (Fig. 1B, panel a), we observed a character-
istic immunoreactivity for this protein in the cell soma and in clusters at
puncta on dendrites (inset). Staining of nuclear DNA with TO-PRO 3
iodide revealed the presence in the primary cultures of glial cells, which
do not express NMDAR proteins. Stimulation with NMDA and glycine
for 8 h induced a marked decrease in the intensity of staining (Fig. 1B,
panel b), both in cell bodies and dendrites.
To exclude the possibility that the observed decrease was a conse-
quence of neuronal cell death, we examined the expression of NR1 and
other neuron-specific proteins at earlier times of treatment and meas-
ured neuronal viability by MTT assay. Immunoblot analysis was per-
formed on neurons treated with NMDA from 30 min to 8 h (Fig. 1C),
and the results from three independent experiments were quantified
(Fig. 1D). Thirty minutes of NMDA stimulation were enough to signif-
icantly reduce NR1 band density by 29% compared with untreated cells
(p 0.01). By 4 and 8 h of treatment, NR1 band densities were, respec-
tively, 43 and 71% below that from control cells (p  0.01). In accord-
ance with published results (25, 26), the NR2A and B subunits were
cleaved, and a 115-kDa fragment recognized by an antibody specific for
theN-terminal region ofNR2A andNR2B appeared (Fig. 1C). However,
after 8 h there was no statistically significant decrease in the combined
levels of truncated and full-length NR2 proteins (Fig. 1D). There was
similarly no significant decrease in the expression of NSE and-actin. It
thus seems that theNMDA-induced decrease inNR1 protein is not part
of a general effect of neuronal death resulting fromNMDAR activation,
and this is further supported by the MTT assay, which estimated exci-
totoxic death to be only 25% after 8 h of NMDA treatment (Fig. 1D).
However, the neurons in our cultures were committed to die, as shown
by the progressive increase in neuronal death observed at later times of
NMDA treatment (data not shown).
NR1 Down-regulation by Brief Overstimulation of NMDARs Requires
NR2B Subunits and Is Irreversible—To investigate the receptor compo-
nents required for NR1 down-regulation, we first examined the effects
of different NMDAR agonists and antagonists (Fig. 2A). Glutamate (100
M in combinationwith 10Mof the co-agonist glycine) decreasedNR1
expression similarly to NMDA, and the specific competitive NMDAR
antagonistDL-AP5 preventedNMDA-mediatedNR1down-regulation.
These findings confirmed that NR1 down-regulation was agonist-spe-
cific andmediated by direct activation of theNMDARs. ButNR1 down-
regulation was also prevented by ifenprodil (10M), which is a selective
inhibitor of the NR2B subunits (32). Because neurons at this time in
culture (14 days in vitro) express both NR2A and NR2B, we conclude
that NR1 regulation specifically requires activation of NMDARs con-
taining NR2B subunits. The amount of NR1 protein was not signifi-
cantlymodified in neurons treated onlywithDL-AP5or ifenprodil com-
pared with the untreated cells (data not shown), suggesting that basal
activity of the NMDAR does not induce the down-regulatory process.
Therefore, we next analyzed the concentrations of NMDA required
for regulation of NR1 expression. When cortical neurons were incu-
bated for 6 hwith different concentrations ofNMDA (0.1–100M) (Fig.
2B), decreased NR1 expression was observed only at concentrations
higher than 10M, suggesting that NR1 down-regulation requires exci-
totoxic stimulation of the NMDAR. A nonlinear response to NMDA
concentration has been previously described in the neuronal injury
induced by long term treatment with this agonist (33).
In agreement with these results, a chronic but nonexcitotoxic
increase in the NMDAR activity of the primary neuronal cultures did
not down-regulate the expression of the NR1 subunit. We increased
NMDARactivity by blocking inhibitory synaptic inputs for 48 hwith the
-aminobutyric acid, typeA receptor antagonist bicuculline (40M). As
shown before for hippocampus cells (34), this treatment did not signif-
FIGURE 1.SpecificdecreaseofNR1proteinexpression incorticalneurons stimulatedwithNMDA.A, primary culturesof rat cortical neurons (14days in vitro)were incubatedwith
NMDA (100M) andglycine (10M) for 8, 24, and48h, and immunoblot (IB) analysiswas used todetermine expression levels of theNR1 subunit and-actin. Time-matcheduntreated
cellswereusedas controls.B, primary cultureswere stimulatedwithNMDAandglycine for 8hor left untreated. Confocal immunofluorescenceanalysiswasused todetectNR1 (green)
and cell nuclei, which were revealed by co-staining with TO-PRO 3 (blue). The confocal microscopy images correspond to a single section, and details of the cell dendrites are shown
in the insets. The results are representative of three independent experiments. The scale bars represent 10m. C, neurons were stimulatedwith NMDA and glycine for 30min, 4 h, or
8 h. Untreated cells were used as the control. The immunoblots show the expression levels of NR1, NR2A/B (N-ter), NSE, and -actin. D, quantitation of the decline of NR1 protein
expression andof neuronal viabilitywith timeofNMDA/glycine treatment. Expression levels ofNR1 (filled squares), NR2A/B (115-kDa fragment and full-length combined: filled circles),
andNSE (filled triangles) weremeasured by densitrometric analysis of immunoblotswithNIH Image software. Protein levels are expressed as the percentage of the value in untreated
cells. Neuronal viability was measured by MTT assay and is similarly expressed relative to untreated cells (open circles). The contribution of glial cells to MTT assay was excluded (see
“Materials and Methods”). The data are the means  S.D. of three independent experiments. Statistical differences between treated and untreated cells were assessed by the
Student’s unpaired t test. *, p 0.05; **, p 0.01.
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icantly change the total amounts of NR1 in the cortical neurons (data
not shown). However, high concentrations of NMDA were able to
down-regulate NR1 expression irreversibly after only brief overstimu-
lation of the NMDAR (Fig. 2C). When neurons were stimulated with
NMDA for 15 min, and the signaling was then arrested by protecting
receptor sites with DL-AP5, the protein levels of NR1 detected by
immunoblot 24 h later were reduced by 25% compared with non-
NMDA-treated cells. Arrest of signaling after 30 min of treatment pro-
duced a 49% decrease in NR1, which is similar to the decrease observed
after 5 h of continuous stimulation (Fig. 1D). We therefore conclude
that the down-regulation of NR1 is triggered during a short critical
period after overstimulation of NMDARs, after which it cannot be
blocked or reversed by antagonists.
Down-regulation ofNR1Protein Expression Is Independent of Calpain
and Is Mediated by a Decrease in NR1 mRNA—Activation of the
NMDAR in cultured hippocampal or cortical neurons leads to a rapid
calpain-specific proteolysis of the C termini of the NR2A and NR2B
subunits (25–27). We used two approaches to investigate whether this
activity is also responsible of the decrease in NR1 induced by NMDA.
We first analyzed whether the reduction in full-length NR1 was accom-
panied by the appearance of truncated forms of this protein. We per-
formed immunoblot analysis ofNR1 in neurons treatedwithNMDA for
8 h (Fig. 3A). The monoclonal antibody specific for NR1 recognizes an
extracellular domain, so calpain cleavage of the cytosolic C-terminal
domain would be expected to yield detectable N-terminal fragments.
Contrary to this, the decrease in levels of full-length protein occurred
without the appearance of N-terminal fragments, suggesting that cal-
pain is not involved in the mechanism of NR1 down-regulation. To
confirm this, we analyzed the effect on NR1 down-regulation of pre-
treatment with the CiIII. Calpain activity was not required for NR1
down-regulation, detected after 12 h of NMDA treatment, whereas it
was required for the down-regulation of full-length NR2A/B (Fig. 3B)
observed with an antibody directed to the C terminus and unable to
detect the calpain products. Experiments performedwith specific inhib-
itors also excluded the participation of the lysosomal or proteasomal
degradative pathways in the down-regulation of NR1 induced by
NMDA (data not shown). Considering these data and the relatively slow
kinetics of NR1 reduction (Fig. 1D), we next addressed the possibility
that overstimulation of the NMDAR inhibits de novo synthesis of NR1
protein. Untreated and NMDA-treated cortical neurons were metabol-
ically labeled with [35S]cysteinemethionine, and an equal number of
counts immunoprecipitated using specific antibodies (Fig. 3C). We
observed similar levels of synthesis of the neuronal proteins calnexin or
NR2A/B in NMDA-treated or untreated cells, whereas this treatment
blocked de novo synthesis of NR1 protein.
One explanation for this effect might be a reduction by NMDAR
overactivation of the expression of one or more of the NR1 transcripts.
Northern blot analysis with a specific DNA probe able to detect all
alternatively spliced forms of this messenger revealed that agonist stim-
ulation for 8 h was sufficient to strongly reduce the steady-state levels of
NR1 mRNA (Fig. 3D); levels of -actin mRNA were unaffected. Con-
sistent with the protein expression data shown in Fig. 2C, the reduction
in NR1 mRNA expression after 24 h of continuous exposure to NMDA
(Fig. 3D) was not affected by arrest of NMDA signaling with DL-AP5
added to the medium after a 2-h exposure to NMDA (Fig. 3E). This
experiment thus reveals a newmechanismofNMDARdown-regulation
in which brief overactivation of the receptor specifically and irreversibly
reduces the expression levels of NR1 mRNA.
Overstimulation with NMDA Decreases Neuronal Expression of NR1
mRNA by the Specific Inhibition of NR1 Transcription—To better char-
acterize the time course ofNR1mRNAdown-regulation during the first
hours of NMDA treatment, when neuronal death is low, we determined
its expression by RNase protection assay (Fig. 4A) and real time PCR
(Fig. 4B). TheNR1 probe and the specific oligonucleotides used in these
experiments were designed to detect all isoforms of this mRNA.
The amount of theNR1 protected fragmentwas notably decreased by
4 h of treatment and was further reduced by 8 h; DL-AP5 completely
prevented this decrease (Fig. 4A, top panel). In contrast, the levels of
mRNA for the housekeeping gene GAPDH were not modified by
NMDA (Fig. 4A, bottom panel).
Because we detected some neuronal death in response to NMDA
stimulation (Fig. 1D), it was important to normalize NR1 mRNA
expression to a neuronal mRNA that is not significantly modified by
NMDA. We used NR2A for this, because de novo synthesis of this sub-
unit was not affected by NMDA treatment (Fig. 3C). This mRNA was
expressed at very low levels relative to NR1 but was not modified by
NMDA stimulation (Fig. 4A,middle panel). Therefore, for NR1 mRNA
quantitation we performed real time PCR of both mRNAs and normal-
ized NR1 mRNA amounts to those of NR2A (Fig. 4B). Exposure to
NMDA for 2 h decreased the expression of NR1 mRNA by 41% (p 
0.05) and by 58 and 77% after 4 and 8 h, respectively (p 0.01).
A possible reason for the marked down-regulation of NR1 mRNA
might be anNMDA-induced increase in the turnover of thismRNA. To
test this possibility, we performed RNase protection assays to compare
the kinetics of decay of NR1 mRNA in cultures treated for different
times with transcriptional inhibitor actinomycin D, alone or together
with NMDA (Fig. 4C, top panel). In these experiments, the results were
normalized to rRNA because unlike mRNA its expression is not modi-
fied by actinomycin D treatment (Fig. 4C,middle panel). The half-life of
NR1mRNAwas the same in cells treatedwith actinomycinD alone or in
combination with NMDA (represented in the lower panel of Fig. 4C).
This suggests that both compounds are affecting the same step of NR1
regulation and excludes the possibility that NMDA increases the turn-
over of NR1 mRNA.
FIGURE 2. Irreversible down-regulation of NR1by excitotoxic stimulation of NMDARs containingNR2B subunits. A, the effect of different NMDAR agonists and antagonists on
NR1 expression. Primary cultureswere incubated for 12 hwith glutamate (Glu) (100M) or NMDA (100M), each in combinationwith the co-agonist glycine (10M).Where indicated,
the cellswere also treatedwith the antagonistsDL-AP5 (200M)or ifenprodil (10M). NR1and-actinprotein expression levelsweredeterminedby immunoblot (IB).B, neuronswere
stimulated for 6 h with glycine (10 M) and a range of concentrations of NMDA from 0.1 to 100 M. Expression levels of NR1, NSE, and -actin were determined by immunoblot. C,
cultures were incubatedwith NMDA/glycine for the indicated times before the addition of DL-AP5 (200M) and then left to complete 24 h. Untreated cells were used as the control.
The expression levels of NR1 and -actin were determined by immunoblot.
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We examined the effect of NMDA on NR1 transcription in gene
promoter/reporter assays (Fig. 5). Cortical neurons were transiently
transfected with pNRL5.4 (19), a plasmid containing 5.4 kb of the NR1
promoter coupled to the firefly luciferase gene. For normalization, the
cells were co-transfected with pRL-SV40 plasmid, which constitutively
expresses Renilla luciferase and was not modified by NMDA stimula-
tion (data not shown).
TransfectedneuronsweretreatedwithNMDAfordifferenttimes,andlucif-
erase activities were measured in the cell lysates (Fig. 5A). The activity of the
NR1 promoter was reduced by 34% relative to unstimulated cells after treat-
ment for1h (p0.05) andby68%(p0.001) after 2h.NMDAtreatment for
6 h decreased NR1 promoter activity by 79% (p 0.001), and this was com-
pletelypreventedbyDL-AP5andby ifenprodil,demonstratingthatNR2Bsub-
units are required (Fig. 5B). In contrast, a reduction inpromoter activityof 57%
(p0.01)wasstillobservedinneuronspretreatedwithCiIII, indicatingthatthe
activity of calpain is not required for the inhibition ofNR1promoter activity.
In accordancewith the protein expression data shown in Fig. 2C, brief
exposure to high concentrations of NMDAwas sufficient to irreversibly
inhibit the NR1 promoter activity measured at later times (Fig. 5C). For
this experiment we used pNRL356, a plasmid containing only 356 bp of
the NR1 promoter coupled to the firefly luciferase gene (29). When
transfected neurons were stimulated with NMDA for 1 h, followed by
protection with DL-AP5, the luciferase activity measured 24 h later was
reduced by 67%.
Using this same experimental procedure, we demonstrated that
NMDA-induced down-regulation of NR1 transcription was triggered
FIGURE 3.Effect of activationof theNMDARonNR1mRNAandprotein synthesis.A, primary cultures of neuronswere incubatedwithNMDA/glycine for 8 h as indicated, andNR1
wasdetectedby immunoblot (IB). TheNR1antibodyonly recognizes the full-lengthprotein, andnoproteolytic fragments couldbedetected, even after filmoverexposure.B, neurons
were preincubated for 2 h with 10M CiIII before a 12-h treatment with NMDA/glycine. CiIII remained in the culture medium for the duration of the experiment. Immunoblots were
performedasbefore forNR1and-actin andalsowith anantibody toa conserved region in theC terminusof subunitsNR2AandB.C, analysis ofdenovo synthesis of receptor subunits
in neurons treatedwith NMDA. Neuronal cultureswere stimulatedwith NMDA/glycine and, after 3 h, were labeled during a further 4 hwith [35S]methionine cysteine (150Ci/ml).
Untreated cells were used for the control. Protein extracts were immunoprecipitated with antibodies specific for the NR1 subunit, the NR2A/B subunits (C-ter), or calnexin (CNX).
Autoradiography of the immunoprecipitated proteins is shown. D, Northern blot analysis of NR1 mRNA. Total RNA was prepared from cells treated with NMDA/glycine for the
indicated times and from time-paired untreated cells. The DNA probe used corresponds to 936 nucleotides spanning exons 1–7 of NR1 isoform 1a and therefore is able to hybridize
all the alternatively spliced forms of this messenger. We detected -actinmRNA as a control. E, Northern blot analysis of NR1mRNA from neurons treatedwith NMDA/glycine for 2 h
before the addition of DL-AP5 (200 M) and incubation up to 24 h.
FIGURE 4. Time course and specificity of the down-regulation of NR1 mRNA. A, time course of NR1 mRNA decay. Total RNA was extracted from cultured neurons treated with
NMDA/glycine for 4 and 8 h and from untreated controls. In another control, the cells were stimulated for 8 h with NMDA/glycine in the presence of DL-AP5. RNase protection assay
was performedon 20gof total RNAwith RNAprobes for NR1, NR2A, andGAPDH. B, quantitation of the decay of NR1mRNA. Levels of NR1mRNAmeasuredby quantitative real time
PCR were normalized to those of NR2A in the same samples. The values are expressed as the percentage of those found in untreated cells. The data shown are the means S.D. of
three independent experiments, and statistical significancewas evaluatedby Student’s unpaired t test. *,p 0.05; **,p 0.01.C, time course ofNR1mRNAdecay in cells treatedwith
actinomycin D (ActD) alone or in combinationwith NMDA. The cells were pretreatedwith ActD (2.5g/ml) for 1 h, andwhere indicated NMDA/glycine was added. The times refer to
the length of incubationwith NMDA/glycine. ActDwas present for the duration of the experiment. RNase protection assaywas performed as before, and rRNAwas used as a loading
control. The plots show the quantitation of NR1 mRNA in neurons treated with ActD alone (filled circles) and ActD plus NMDA/glycine (open circles). NR1 mRNA amounts were
normalized to the rRNA present in the same samples, and the values are expressed as percentages of those in untreated cells.
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by Ca2 influx via the NMDAR (Fig. 5C). Chelation of extracellular free
Ca2 by preincubation for 2 hwith EGTA (2mM) completely prevented
the decrease in NR1 promoter activity induced byNMDA treatment. In
contrast, loading cells with the intracellular calcium chelator
BAPTA-AM (40 M) had no effect. Probably, the capacity of
BAPTA-AM is insufficient to chelate a local or post-synaptic increase in
Ca2 such as that produced by NMDAR overactivation. These results
thus demonstrate that an influx of calcium ions triggered by brief over-
stimulation of NMDARs containingNR2B subunits leads to the specific
transcriptional inhibition of the NR1 gene.
NR1 Expression Is Down-regulated in an Animal Model of Cerebral
Ischemia—Excitotoxicity induced by overactivation of NMDARs is
responsible for the neuronal degeneration observed in diverse patholo-
gies, including cerebral ischemia (2). Considering the results we
obtained in vitro in the cortical neuron model of excitotoxicity, we
sought to establish whether a similar process occurs in vivo in an animal
model of cerebral ischemia.We characterized the expression of theNR1
subunit in the cortices of rats subjected to transient focal cerebral ische-
mia induced by 1 h of occlusion of the middle cerebral artery (MCAO)
followed by reperfusion from 0 to 48 h. This is a highly reliable model in
which the characteristic changes of ischemic necrosis are limited to the
cortex and the subcortical structures and basal ganglia are spared (30).
Large infarcts are reproducibly produced in the right middle cerebral
artery territory after 24 h of reperfusion, as shown in Fig. 6A (upper
panel), where cortical tissue poorly stained by Nissl is clearly visible in
coronal sections of the brain.
Expression ofNR1was first determined by immunohistochemistry of
contiguous sections, and the specific staining was compared between
equivalent areas of the infarcted region and the contralateral hemi-
sphere (Fig. 6A, panels a and b). As expected, we observed numerous
NR1-positive neurons in the neocortex of the contralateral area, with
immunoreactivity mainly associated with the cell soma and the den-
drites (Fig. 6A, panel b). Inmarked contrast, NR1 immunoreactivity was
significantly reduced in the infarcted tissue (Fig. 6A, panel a).
To better characterize the time course and specificity of NR1 down-
regulation in the animal model, NR1 protein expression in the infarcted
area was compared with that in the corresponding region of the contralat-
eral hemisphere and in sham-operated animals (Fig. 6B, top panel). The
amount ofNR1protein detected in the infarcted region decreased progres-
sively with the time of reperfusion; the levels were moderately decreased
after 2 h and were almost undetectable after 24 h. NR1 expression was
unchanged in brain extracts from animals sacrificed immediately after the
occlusion period or from sham-operated rats. Immunoblot analysis ofNSE
and-actin (Fig. 6B,middle andbottompanels, respectively) demonstrated
that down-regulation ofNR1 is not a general effect of the ischemic process.
We next used RNase protection assay to investigate whether the
decay in NR1 was due to a decrease in the levels of its coding mRNA in
the infarcted area (Fig. 6C). Total RNAwas prepared from the ischemic
region and from the corresponding area of the contralateral hemisphere
of animals subjected to MCAO and reperfused for 1, 2, or 4 h. NR1
mRNA expression in the ipsilateral hemisphere, normalized to
GAPDH, was expressed as the percentage of that detected in the con-
tralateral one; for sham-operated animals, the right and left hemi-
spheres were compared. Levels of NR1 mRNA in the ipsilateral hemi-
spheres of animals subjected to 2 h of reperfusion were reduced by 41%
(p  0.01), whereas the reduction was 47% by 4 h (p  0.01). The
variation in NR1 mRNA expression between the brain hemispheres of
sham operated animals, or of operated animals reperfused for only 1 h,
was not statistically significant. The decrease is specific forNR1 andwas
not observed for NR2A mRNA (Fig. 6C, inset), in agreement with the
post-translational mechanism of down-regulation previously proposed
for NR2A/B in transient forebrain ischemia (25). In conclusion, our
experiments show that cerebral ischemia results in the negative regula-
tion of NR1 mRNA at early reperfusion times, with consequent down-
regulation of this obligatory NMDAR subunit.
DISCUSSION
We have identified a new mechanism of down-regulation of the
NMDAR in neurons, schematically represented in Fig. 7, which is induced
by excessive receptor activation. Because this mechanism affects the
expression ofNR1, the essential subunit of theNMDAR, it will have a great
impact on the functionality of all NMDAR variants. Excessive activation of
the NMDAR by co-agonists NMDA and glycine (Fig. 2A) induces the spe-
FIGURE 5. NR1 promoter activity in neurons treated with NMDA. A, neurons were
transiently co-transfected with the reporter plasmid pNRL5.4, which contains the NR1
promoter coupled to the firefly luciferase gene, together with pRL-SV40, which consti-
tutively expresses Renilla luciferase. Forty hours after transfection, the cells were treated
with NMDA/glycine for the indicated times. The firefly luciferase activity was normalized
toRenilla values obtained in the same samples. Relative luciferase activity is expressed as
a percentage of that in untreated cells. The data shown are the means  S.D. of three
independent experiments, and the statistical significance of differences between
treated and untreated cells was evaluated by Student’s unpaired t test. *, p 0.05; ***,
p 0.001. B, neuronal cultures transiently transfected as before were stimulated for 6 h
withNMDA/glycine aloneor togetherwith the antagonistsDL-AP5 (200M)or ifenprodil
(ifenp, 10 M) as indicated. Some cells were pretreated with CiIII (10 M) for 2 h before
stimulation with NMDA/glycine. Luciferase activity was normalized and expressed as
before. **, p  0.01. C, neuronal cultures were transiently transfected with pNRL356,
which contains the proximal 356 base pairs of the NR1 promoter coupled to firefly lucif-
erase andwith pRL-SV40. Forty hours later, the cells were pretreatedwith BAPTA-AM (40
M) or EGTA (2 mM) for 2 h before treatment with NMDA/glycine for 1 h, still in the
presence of the calcium chelators. The cells were thenwashed and fedwith conditioned
medium plus DL-AP5 (200 M). Expression of luciferase was determined 24 h later. The
results were normalized and expressed as before. **, p 0.01; ***, p 0.001.
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cific and rapid transcriptional inhibition of theNR1 promoter (Fig. 5A) in a
process strictly dependent on Ca2 influx via this receptor (Fig. 5C). Inhi-
bition ofNR1 transcription results in a progressive decrease inNR1mRNA
(Fig. 4B) and protein (Fig. 1D). The decay profile of NR1 that we observe is
compatible with the biphasic pattern previously described for this protein.
This pattern results from the existence of two populations of NR1 with
half-lives of 2 and 34 h, which respectively correspond to unassembled
NR1 and NR1 assembled with NR2 subunits in NMDARs at the cell
surface (23). Enhanced endocytosis/degradation is most likely not
involved in the down-regulation of NR1 induced by NMDA, because
the use of specific inhibitors does not alter the process. Our results also
suggest that the agonist does notmodify the normal turnover of theNR1
protein already present in the neuron at the time of NMDA overstimu-
lation. The decrease in NR1 mRNA and protein is not caused by neu-
ronal cell death, because the activity of the NR1 promoter is already
reduced by 68% 2 h afterNMDA stimulation (Fig. 5A), at which time the
decrease in neuronal viability is lower than 18% (Fig. 1D).
The inhibition of de novo NR1 synthesis induced by NMDA will
probably lead to the retention of newly synthesized NR2 proteins in the
endoplasmic reticulum, as occurs inNR1 knock-outmice (35).Whether
or not NR2 processing is affected in this way, the result of NMDA
overstimulation would be a progressive decrease in NMDAR activity,
because the functionality of this receptor is strictly dependent on the
expression of NR1/NR2 hetero-oligomers at the cell surface (4).
Fig. 7 also highlights the fact that themechanism of NR1 regulation is
different from the one previously characterized for NR2A/B (25). Neu-
ronal calpain, activated very early by calcium entry through the
NMDAR (36), efficiently cleaves NR2A/B, producing an N-terminal
fragment of unknown function that likely remains in the cell membrane
(25). This is in marked contrast to the down-regulation of NR1, where
calpain activity is not required for the inhibition of NR1 transcription
(Fig. 5B) or for the decrease in the steady-state levels of NR1 protein
(Fig. 3B). Calpain-dependent down-regulation of NR2A/Bmight repre-
sent a second negative feedbackmechanism to down-regulate NMDAR
function; calpain inhibitors have been reported to prevent a significant
reduction in whole cell NMDAR-mediated currents in acutely isolated
or cultured cortical neurons treated with NMDA or glutamate (27).
Down-regulation of NR1 expression specifically requires activation
of NMDARs containing NR2B subunits (Figs. 2A and 5B) and is there-
fore associated with signaling pathways coupled to NR1/NR2B or NR1/
NR2A/NR2B receptors. Because brief receptor stimulation is sufficient
to irreversibly reduce levels of NR1 (Fig. 2C), rapid fragmentation of
NR2B subunits by calpain would not interfere with NR1 down-regula-
tion. Nor is fragmentation of NR2B required for NR1 down-regulation,
which was not prevented by calpain inhibition (Figs. 3B and 5B).
NR2B is expressed in hippocampal and cortical neurons early in
development, when NMDARs are mostly nonsynaptic (14, 37).
NR2A appears later (5) and is mainly incorporated into synapses of
mature neurons, whereas NR2B predominates at extrasynaptic sites
(14, 37–39). The localization of the NMDARs affects their biophys-
ical properties (40) and biological responses. The activation of syn-
aptic receptors initiates changes in synaptic efficacy and promotes
survival coupled to induction of the activity of CREB and gene
expression of brain-derived neurotrophic factor. In contrast, stimu-
lation of extrasynaptic NMDARs activates a general and dominant
CREB shut-off pathway that blocks induction of brain-derived neu-
spheres was evaluated by Student’s unpaired t test. **, p  0.01. The inset shows a
representative result from one animal subjected to 4 h of reperfusion. RNase protection
was performed with RNA probes for NR2A and GAPDHmRNAs (lanes 1 and 2) or to NR1
and GAPDH (lanes 3 and 4).
FIGURE 6.Down-regulationofNR1mRNAandprotein in transientbrain ischemia.A,
coronal section of a rat brain from an animal subjected to 1 h of MCAO treatment fol-
lowed by 24 h of blood reperfusion. Nissl staining revealed an area of infarcted tissue in
the neocortex of the right hemisphere, highlighted by the dashed line. Immunohisto-
chemistry of adjacent sections was performed to detect expression of NR1 (green). Rep-
resentative results of those obtained in the infarcted region (box a) and the correspond-
ing area of the contralateral hemisphere (box b) are shown. TO-PRO 3 was used to stain
the cell nuclei (blue). Confocalmicroscopy images correspond toa single section, and the
scale bars represent 10 m. B, Protein extracts were prepared from the infarcted region
of the cortex (I) and the corresponding area in the contralateral hemisphere (C) of rats
subjected to MCAO followed by reperfusion for the indicated times. Control extracts
wereobtained fromthebrainsof sham-operatedanimals (Sh). Equals amountsofprotein
(50 g) were analyzed by immunoblot with antibodies for NR1, NSE, and -actin. C,
RNase protection assay was performed as before on total RNA (15 g) from the cortices
of rats subjected toMCAO followedby reperfusion for 1, 2, or 4 h. Amounts of NR1mRNA
were normalized to the amount of GAPDH mRNA in the same sample. The results
obtained for the infarcted region were then compared with values found in the corre-
sponding area of the contralateral hemisphere, assigned a value of 100%. We also com-
pared the right and left hemispheres of sham-operated animals. The data show the
means  S.E. of the amount of NR1 mRNA remaining in each animal group (n  3).
Statistical significance of the difference between the contralateral and ipsilateral hemi-
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rotrophic factor expression and is coupled to cell death pathways
(11). The shut-off of CREB has been also described in stroke condi-
tions (Ref. 41 and references therein). The requirement of NR2B
subunits and of excitotoxic concentrations of agonists for NR1
down-regulation thus suggests a fundamental role of the extrasyn-
aptic NMDARs overactivation in this regulatory process.
Interestingly, three cAMP regulatory elements have been character-
ized in the rat NR1 promoter, and these have been suggested to be
critical for its expression (42). The inhibition of NR1 transcription
might therefore be explained by the shut-off of CREB activity produced
by NMDA stimulation of extrasynaptic receptors. In support of this
hypothesis, the NR2B-specific antagonist ifenprodil, which prevents
NR1 transcriptional down-regulation (Fig. 5B), also blocks the decay in
CREB phosphorylation mediated by extrasynaptic receptors (11).
Another possible explanation of our results would be the interaction
of a repressor element 1 in theNR1 promoter with REST/NRSF (repres-
sor element 1-silencing transcription factor/neuron-restriction silencer
factor). This element is a determinant for NR1 up-regulation during
neuronal differentiation, a process concomitant with the decrease in
levels of REST/NRSF and its interaction with repressor element 1 (19).
Interestingly, ischemic insults de-repress expression of this silencing
factor in those neurons committed to die, resulting in the suppression of
the promoter activity and expression of the GluR2 subunit of the
-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) type
of glutamate receptor (43). It will be very interesting to establish
whether this repressor might be also responsible for the suppression of
NR1 transcription found in excitotoxic conditions.
The results obtained in vivowith the animal model of transient cerebral
ischemia (Fig. 6) suggest that this mechanism of NR1 autoregulation oper-
ates similarly in the adult brain. This is not unexpected because excitotoxic
activation of NMDARs is a key event in neuronal degeneration and death
produced during hypoxia, ischemia, and several neurodegenerative pathol-
ogies (2). Transcriptional control plays a role in the pathophysiology of the
post-ischemic brain, and there are multiple examples of genes down- and
up-regulated in the cortex and striatum of rats subjected to transient focal
ischemia (44).Thedown-regulationofNR1mRNA, starting2hafter reper-
fusion (Fig. 6C), may have an important role in delayed neuronal death, as
suggested for GluR2 (43); NR1 subunits are hardly detectable by 24 h of
reperfusion (Fig. 6, A and B), and there will therefore be no functional
synaptic receptors available for signaling to survival pathways. However,
the possibility thatNR1 regulation is part of an adaptative response of neu-
rons to high concentrations of glutamate cannot be excluded.
Recently, inamousemodelof traumaticbrain injury, a long lasting lossof
NMDARfunctionhasbeendescribed following short livedhyperactivation
(1h) (45).This decrease in functionalitymight contribute to the cognitive
andneurological impairmentproduced inpatientsof traumaticor ischemic
brain injuryandmightalsoexplain the failureof clinical trialswithNMDAR
antagonists (45). Our results, obtained using a different model of brain
injury, suggest that thedecrease inNMDARfunctionality elicitedbyhyper-
activation may be a general response of neurons to damage and would be
mediated in part by regulation of NR1 gene expression.
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